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(54) Title: NEUTRAL SPHINGOMYELINASE 

(54) Bezeichnuny: NEUTRALE SPHINGOMYELINASE 

(57) Abstract 

The invention relates to eukarvontic 
neutral sphingomyelinase (nSMase) and the 
use thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Die Ertindung betrifft eukaryontische 
neutrale Sphingomyelinase (nSMase) und 
seine Anwendung. 
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Neutral e Sphingomyelinase 

Die vcrl legends Erfindung betriff: Nukleinsauren, 
eukaryon: is che neutrale Sphingomyelinase codieren , 
Anwendung . 

Sphingomyelin is: erne v/esent licne Kcmponente von Piasmamembra - 
nen. Der Abbau des Sphingomyelins gib: erne Vielzahl vcn Sub- 
stanzer., die pctentielle second messenger Eigenschaf ten haben, 
z.E. Zerarriid, Spnmgcsin, Sphinges m- 1 - phospha : . Es smo zv/ei 
spningomye^ mspal cenoe Enz\7nak:ivi:acen bekannt , zum emen die 
der lysosomalen sauren Sphingomyelinase una zum anderen die der 
piasmamembran-gecundenen neutralen Sphingomyelinase. 

Die bakterielie neutrale Sphingomyelinase ist em sezerniertes, 
losliches Protein . 

Durch die vorliegende Erfindung werden erstmals Nukleinsauren, 
codierend fur eukaryontische neutrale Sphingomyelinase, verfiig- 
bar gemacht . Die eukaryont ische neutrale Sphingomyelinase 
(nSMase) is: dadurch charaktensiert , da£ sie Sphingomyelin in 
Ceramid und Phosphochol in spaltet una die Aktivitat vcn der 
Zugabe von Magnesiumionen abhangig ist. Es handelt sich urn ein 
membrangebundenes Enzym. Die maximale Aktivitat wird im neutra- 
ien pH-Bereich erzielt. 

Figur 1 zeigt die Gensequenz der humanen neutralen Sphingomyeli- 
nase . 

Figur 2 zeigt die Ger.sequenz der munnen neutralen Sohmaomvel i - 
nase . 
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Figur 4 zeigt die Strategie zur Erzeugung von murinen Knockout- 
Mutanten. Die Buchstaben symbolisieren Restriktionsschnittstel - 
len. 

Figur 5 zeigt Konstrukte zur Gewinnung transgener Mausmutanten . 



Bevorzugt handelt es sich bei der erf indungsgemaSen Nukleinsaure 
um eine Nukleinsaure/ die fur die neutrale Sphingomyelinase 
eines Saugetiers codiert . In besonders bevorzugter Weise handelt 
es sich dabei um die humane und murine neutrale Sphingomyelina- 
se. Die entsprechenden Nukleinsauresequenzen sind als Seq. ID. 
Nr. 3 und Seq. ID. Nr. 4 offenbart. 

Teile der Nukleinsauresequenzen stimmen mit der EST- Sequenzen 
AA028477 und AA013912 (murin) und W32352 und AA056024 (human) 
uberein . 

Bei Kenntnis der Aminosaure- und Nukleinsaurestruktur der huma- 
nen und murinen neutralen Sphingomyelinase kann der Fachmann 
unter Beriicksicht igung der hohen Homologie zwischen der humanen 
und murinen nSMase die entsprechenden Nukleinsauren und Proteine 
aus anderen Eukaryonten leicht auffinden. Dazu kann er zum einen 
kreuzreagierende Antikorper fiir eine spezifische af f initatschro- 
matographische Aufreinigung einsetzen, oder er kann auf der 
Grundlage der Nukleinsauresequenz Oligonukleotidprimer syntheti- 
sieren und die gesuchten Nukleinsauren mit Hilfe der Polymerase- 
kettenreaktion in einer cDNA-Bank des Eukaryonten amplif izieren . 
Die entsprechende cDNA-Bank kann durch Isolierung von mRNA aus 
einer Gewebeprobe und anschlieSende Reverse-Transkript ion in 
an sich bekannter Weise erhalten werden. Aus der Nukleinsaurese- 
quenz kann mit Hilfe des genetischen Codes die Aminosauresequenz 
abgeleitet werden. Alternativ ist es hierzu auch moglich, 
homologe Sequenzen in EST (Expressed Sequence Tags) -Datenbanken 
zu suchen und zu kombinieren. 
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Die erf indungsge^aSen Xukleinsauren eignen sich zur Expression 
der eukaryont ischen r.eutralen Sphingomyelinase in pro- oder 
eukarycnc i schen Systeme. Daruber hmaus smd sie auch zur 
Expression der nSMase in vivo 1m Sinne einer Gentherapie oder 
msbesondere in Form von Fragmenten auch in komplementarer 
Struktur als Ant i s ens e - NukI eot i de zur Verr ingerung der Expres- 
sion der nSMase geeignet . 

Die erf indungsgemaSen Nuklemsauren konnen durch chemische 
Synthese oder durch Vervielfaltigung in gentechnisch veranderten 
Organismen nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren herge- 
s t el 1 z v/erden . 

Gegenstand der Erfmdung is; auch die durch die Expression der 
erf indungsgemaSen Nuklemsauren erhal t 1 iche eukarycnt i sche 
neutrale Sphingomyelinase . 

Die erf indungsgemaSe nSMase laSt sich durch Expression in gen- 
technisch veranderten Organismen herstellen. Insbesondere sind 
eukaryont ische Expressionssysteme geeignet . Ent sprechende 
eukaryont ische Expressionssysteme sind dem Fachmann bekannt wie 
beispielsweise pRc/CMV (Firma Stratagene) . Die Aufreinigung aus 
gentechnisch veranderten Organismen bietet, insbesondere im 
Falle der Uberexpression, . ein leichten und direkten Zugang zur 
erf indungsgemaSen nSMase und erlaubt daruber hinaus die Isolie- 
rung in groSeren Mengen. 

Bevorzugt handelt es sich urn die eukaryont ische neutrale Sphin- 
gomyelinase ernes Saugetiers, insbesondere urn humane oder murine 
neutrale Sphingomyelinase. Die Ammosauresequenzen der humanen 
una murinen r.eutralen Sphingomyelinase sind als Sec. ID. Nr. 
1 und 2 wiedergegeben . 

Die Molekuiarqewichte der humanen bzw. murinen Sphingomyelinase 
betragt 47,6 bzv: . 47,5 kDa . Im Gegensatz zu den bakteriellen 
nSMasen enthalcen die erf indungsgemaSen nSMasen von Saugetieren 
kerne Signalsequenz am IMerminus. Aufgrund der Hydrcphobi z i - 
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tatsanalyse kann davon ausgegangen werden, daft zwei benachbarte 
hydrophobe Membrandomanen am C-Terminus durch acht Aminosauren 
getrennt sind. Es scheint sich daher um integrale Membranprotei- 
ne zu handeln, deren katalytisch aktive Domane zum Cytosol 
zeigt, wahrend nur ein geringer Anteil der Enzyme Kontakt zur 
extrazel lularen Umgebung hat. Dies ist im Gegensatz zu den 
bakteriellen nSMasen, bei denen es sich um sekretierte , losliche 
Proteine handelt, ist aber in Ubereinst immung mit bisherigen 
Untersuchungen zu den Eigenschaf ten der neutralen Sphingomyeli- 
nasen von Saugetieren. Die 1,7 kb mRNA der murinen nSMase wird 
gemafi Northern Blot Analyse in alien Geweben exprimiert . In 
Nieren, Hirn, Leber, Herz und Lunge zeigt der Northern Blot ein 
starkes Signal, wahrend die Expression in der Milz gering zu 
sein scheint. Diese Messung war nicht in Ubereinst immung mit 
den gemessenen enzymatischen Aktivitaten der entsprechenden 
Gewebe . Dies spricht fur eine post t ranskript ionale Regulation 
der nSMase. 

Das pH-Optimum der erf indungsgemalSen neutralen Sphingomyelinase 
liegt im Bereich von 6 , 5 bis 7 , 5 mit einem I^-Wert fur C18 
Sphingomyelin im Bereich von 1,0 bis 1,5 x 10" 5 M. Die Aktivitat 
ist magnesiumionenabhangig , die Zugabe von EDTA fiihrt zu einer 
Inhibierung der SMase-Aktivitat , kann jedoch durch Zugabe von 
Mn 2 *- oder Mg 2+ -Ionen wiederhergestellt werden. Die Zugabe von 
0,3 bis 0,5% Triton X-100 erhoht die Enzymaktivi tat . Die Akti- 
vitat ist unbeeinf luSt durch Behandlung mit DTT oder 2-Mercapto- 
ethanol, wohingegen die Zugabe von 20 mM Glutathion zur Inhibie- 
rung fiihrte. Die Aktivitat der nSMase ist nicht auf Sphingomye- 
lin limitiert, auch das strukturell verwandte Phosphatidylcholin 
wurde mit etwa 3% Aktivitat gespalten. 

Weiterhin beansprucht werden Varianten der eukaryontischen neu- 
tralen Sphingomyelinase. Unter den Begriff "Varianten" fallen 
sowohl naturlich vorkommende allelische Variationen der euka- 
ryontischen neutralen Sphingomyelinase sowie durch rekombinante 
DNA-Technologie ( insbesondere durch in vitro Mutagenese mit 
Hilfe von chemisch synthet isierten 01 igonukleot iden) und an- 



WO 99 07855 



rCT/F.P98 0512" 



schlieSer.de Expression erzeugce Frc:e:ne ( die hmsichtlich ihrer 
bioicgischen und/oder immunolcgischen Akcivitat der eukar/cnti- 
schen neutralen Sphingomyelinase entsprechen. Dabei konnen 
sowohl Ammcsauren deletiert, eingefiigt oder konservativ aus- 
getauscht werden. Konservativer Austausch bedeutet, dail eine 
Arrinosaure durch erne Aminosaure ersetzt wird, die ahnliche 
physikaiisch- chemische Eigenschaf ten aufweist. 

So smd beispielsweise foigende Aminosauren austauschbar : Serin 
fiir/gegen Alanm, Alanm fur/gegen Glycin, Methionin fur/qegen 
Serin, Lysir. fur/gegen Argmin, Lysin fur/gegen Serin. 

Insbesondere umf a;$i der Begriff Variance- auch M- und/oder C- 
termmaie verkurzte Proceme sowie acecyiierte, glykosyl iert e , 
amidierte und/cder phosphoryl 1 ert e Derivate. 

Die Aktivitat der nSMase scheint zumindest zum Teil im C-ter- 
minalen Bereich zu liegen, da das Fragment 1 bis 282 der murinen 
nSMase bei Expression in HEK2 93 Zellen keine Erhohung der Sphin- 
gomyelinase -Aktivitat zeigte. C-termmale Fragmente der nSMase 
sind ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung. Auch Verbmdungen, 
bei denen nSMase oder seine Vananten mit weiteren Kolekulen 
wie Farbstoffe, Radionukliden oder Af f initatskcmponenten gekop- 
pelt sind, stellen erf indungsgemaSe Varianten dar. 

Beansprucht werden auch Nuklemsauren , die fiir eukaryont ische 
neutrale Sphingomyelinase codieren bzw. komplementar zu diesen 
Nuklemsauren sind. Bei den Nuklemsauren kann es sich bei- 
spielsweise un DNA, RNA, PNA oder urn nukleaseresistenter Analoga 
handeln. Nukieaseresistente Analoga sind insbesondere solche 
Verbindungen, in denen die Phosphodiesterbindung durch hydroly- 
sestabile Verbindungen modifiziert sind, beispielsweise Phospho- 
thioate , Methylphosphonate o . a . 

Fur Antisensenukiectide smd insbesondere kurze Fragmente der 
Nuklemsauren geeignet . Diese soliten aus Grunden der Spezifitat 
bevcrzugt mehr als e, noch mehr bevorzuc: mehr als 6 und am 
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meisten bevorzugt mehr als 12 Nukleotide aufweisen. Aus Grunden 
der Diffusion und der Kosten haben sie ublicherweise eine Lange 
von weniger als 30 Nukleotiden, bevorzugt 24 oder weniger und 
noch mehr bevorzugt 18 oder weniger Nukleotide. 



Gegenstand der Erfindung sind auch Derivate von Nukleinsauren, 
die fur diagnost ische oder therapeut ische Zwecke mit anderen 
Molekulen gekoppelt sind, beispielsweise mit Fluoreszenzf arb- 
stoffen, radioaktiven Markern oder Af f initatskomponenten, sowie 
Fragmente der erf indungsgemaiSen Nukleinsauren und der zu diesen 
Nukleinsauren komplementaren Nukleinsauren sowie Varianten der 
Nukleinsauren . 



Fragmente bezeichnet dabei Nukleinsauren, die am 5' oder 3' oder 
an beiden Seiten verkiirzt smd. Unter dem Begriff "Varianten" 
wird verstanden, dag diese Nukleinsauren unter stringenten 
Bedingungen mit der erf indungsgema£en Nukleinsaure bzw. dazu 
komplementaren Nukleinsauren hybridisieren. Unter dem Begriff 
"stringente Bedingungen" wird verstanden, daE die Hybridisierung 
bei Bedingungen durchgefuhrt wird, bei der die Temperatur noch 
bis zu 10°C unter der Temperatur liegt (bei sonst identischen 
Bedingungen) , bei der exakt komplementare Nukleinsauren gerade 
noch hybridisieren wiirden. Wenn beispielsweise eine exakt 
hybrisierende Nukleinsaure unter gegebenen Bedingungen bis zu 
einer Temperatur von ca. 55°C hybridisiert , dann sind stringente 
Bedingungen Temperaturen gleich oder hoher 45°C. Bevorzugt ist 
der Temperaturbereich fur stringente Bedingungen von 5°C, noch 
mehr bevorzugt von 3°C. 

Desweiteren betrifft die Erfindung Antikorper, die gegen die 
erf indungsgemafie nSMase oder die erf indungsgemaSen Nukleinsauren 
gerichtet sind. Diese Substanzen eignen sich insbesondere zum 
Einsatz in der Diagnostik, dem Fachmann an sich bekannten 
Immunoassays, zur histologischen Untersuchung sowie als Arznei- 
mittel zur Behandlung von Zustanden, die mit einer Uberexpres- 
sion der nSMase verbunden sind. Solche erf indungsgemafien Anti- 
korper konnen mit dem Fachmann an sich bekannten Verfahren durch 
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I^unisierung mit nSMase, erf indungsgemagen Nuklemsauren oder 
Peptic- una Nuklemsaurenf ragmenten m Gecenwart von Kilfs- 
reagenzien erhalten v/erden. 

Weiterhm smd Gegenstand der Erfindung Zellmien, die die 
erf indungsgemaSe nSMase uberexprimieren . Solche Zellimen sine 
erhaltiich durch Transfektion mit Vektoren, die die erfindunas- 
gemaisen Nukieinsauren, die fur nSMase kodieren, enthalten. Im 
Falle von eukaryont 1 schen Zellimen kann die Transfektion 
beispieisweise durch Elekt ropora t ion erfolgen. Die Zellimen 
smd dabei vorzugsweise stabiltransf iziert . 

Uberexpression bedeutet in dieses Zusammenhang , daS diese 
Zeilime erne hohere Aktivitat der nSMase aufweisen als die 
Zellmien, die mcht mit den erf indungsgemaSen Nukleinsauren 
transf iziert vrurden. Geeignete eukaryont i sche Zellimen sind 
beispieisweise die Zellinien U937, KEK 293 oder Jurkat . 

Die Zellimen zeigten in Expenmenten eine spezifische nSMase- 
Aktivitat zwischen 0,3 und 10 /zmol/mg Protein/S tunde . 

Figur 3 zeigt die Northern und Western Blot Analyse der nSMase- 
Expression m transf izierten Zellimen. Teil A zeigt dabei das 
Ergebms einer RT-PCR der Gesamtzelle RNA mit Primern, die mit 
humaner und murmer nSMase cDNA hybridisieren . Teil B zeigt als 
Kontrolle die T-PCR der Gesamt-RNA mit Primern, die zu humanem 
S-Actin cDNA hybridisieren. Teil C zeigt den Westernblot des 
Plasma Membran Proteinext rakt s von verschiedenen HEK 293 Zel- 
limen nach SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Hybridisie- 
rung mit dem poiyklonalen Ant i - nSMase -Ant ikorpern . 

Die Zugabe von 0,5 mM Arachidonsaure fuhrte zu einer dreifachen 
Erhdhung der nSMase-Aktivitat in den uberexpr imierenden KEK- 
Zellen. 

Gegenstand der Erfmdung is: weiterhm em transgenes Saugetier, 
cas erne Uberexpression (gam of function) oder erne Gendefi- 
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zienz bzw. einen Gendefekt (loss of function) fur die erfin- 
dungsgemaSe nSMase aufweist . Bevorzugt handelt es sich bei dem 
Saugetier um ein Nagetier, insbesondere eine Maus . Diese trans- 
genen Saugetiere sind durch fur den Fachmann an sich bekannte 
Verfahren erhaltlich und eignen sich insbesondere zur Funktions- 
aufklarung der neutralen Sphingomyelinase. Fur transgene Sauge- 
tiere werden definierte Genkonstrukte durch DNA-Mikroinj ekt ion 
in den Vorkern (Pronukleus) einer befruchteten Eizelle im 
Einzellstadium injiziert, um die Expression des zusatzlichen 
Gens zu erreichen. Durch zielgerichtete Veranderung eines Gens 
im Genoms von ES-Zellen, die nachfolgend in Blastozysten in- 
jiziert werden, wird die Funktion eines Gens ausgeschaltet . 

Die Strategie und Konstrukte zur Generierung der Mausmutanten 
sind in Figur 4 und 5 gezeigt. 

Bevorzugt handelt es sich bei den transgenen Tieren um Tiere, 
bei denen das Gen zeitlich und gewebsspezif isch von auSen 
induzierbar ein- bzw. ausgeschaltet werden kann. Ent sprechende 
transgene Saugetiere eignen sich insbesondere zur Aufklarung 
der mit der erf indungsgemaften nSMase im Zusammenhang stehenden 
Stof f wechsel - und Signaltransduktionswegen, die wiederum 
diagnost ische oder therapeut ische Anwendungen eroffnen. Ins- 
besondere eignen sich die transgenen Saugetiere zum Screening 
von pharmazeut ischen Wirkstoffen. 

Die erf indungsgemaSe eukaryontische neutrale Sphingomyelinase, 
die erf indungsgemaSen Nukleinsauren sowie die erf indungsgemaSen 
Antikorper konnen in Arzneimitteln und Diagnostikmitteln gegebe- 
nenfalls zusammen mit weiteren Hilfsstoffen enthalten sein. 
Diese Arznei- und Diagnost ikmittel eigenen sich zur Diagnose 
und Behandlung von Erkrankungen, die auf einer Uber- oder Unter- 
expression und/oder einer erhohten oder verminderten Aktivitat 
der eukaryont ischen neutralen Sphingomyelinase und/oder auf 
Storungen der Zellprolif eration, Zelldif f erenzierung und/oder 
Apotose beruhen. 
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Ir.sbesondere s:r.d dies Erkrankungen, be i denen Entzundungsprc- 
-esse, Zel Iv/achstumstcrungen una Sccf f wechselstorungen eine 
RoIIe spieien. Dies kcnnen beispielsv;eise Krebserkrankungen oder 
Storungen der Cholesterinhomoostase ( Art er icsklerose ) sein. 

Em erf indungsgemaSes pharmazeut isches Screening- Verfahren 
beruht auf der Veranderung der Expression oder Aktivitac der 
erf indungsgemaSen nSMase in nSMase -uberexprimierenden Zellimen 
bei Zugabe von mindestens einer potentiell pharmazeutisch 
wirksamen Substanz . Die Zellimen eignen sich somit insbesondere 
zur Entwicklung una Prufung vcn pharmazeutischen Lei tstrukturen . 

Die Erfmdung soil durch die fclgenden 3eispiele welter erlau- 
cert werden . 

Beispiel 1 

Klonierung der Nukleinsaure 

Die erf indungsgemaSen fur die neutrale Sphingomyelinase kodie- 
renden Nuklemsauren wurden in die Not I Schnittstellen der 
Klonierungsstelle des eukaryoncischen Expressionsvektcrs pRc/CMV 
(Stratagene) kloniert . Die erhaltenen Sequenzen wurden durch 
Sequenzierung mit einem Perkin-Elmer DK'A- Sequenzer 377A erhal- 
ten . 

Beispiel 2 

Klonierung der RNA 

Die Gesamt-RNA wurde nach bekannten Methoden aus verschiedenen 
Organen von acht drei Wochen alten GDI Mausen isoliert und 
Poly(A + )-RNA wurde durch Af f ini t at sreinigung an Oligo (dT) eel - 
lulose (Boehrmger Mannheim Deutschland) gemaS Standardmethcden 
isoliert . 
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Beispiel 3 

Uberexprimi erende Zel 1 ini en 

U937 Zellen wuchsen in RPMI 1640 Medium mit 10% fotalem Kalber- 
serum, 1 /zg/ml Penicillin/Streptomycin und 0,03% Glutamin bei 
37°C und 5% C0 2 . 5xl0 6 -Zellen wurden mit 1 fig 1 inearisierter 
Plasmid-DNA, die fur die erf indungsgemaSe nSMase kodierte durch 
Elektroporation mit einem "gene pulser" (Firma Bio-Rad) transfi- 
ziert . Die Selektion stabiler Klone erfolgte unter 1 mg/ml 
Geneticin (G418, Life Technologies, Gaithersburg , MD) . 

Die aus den Zellinien auf gereinigte nSMase zeigte eine spezifi- 
sche Aktivitat zwischen 0,3 und 10 /imol/mg Protein/Stunde . Das 
pH-Opcimum lag bei 6,5 und 7,5. Der K^-Wert fur C18 Sphingo- 
myelin betrug 1,0 bis 1,5 x 10" 5 M. Die Aktivitat war von der 
Anwesenheit von Magnesiumionen abhangig; die Zugabe von EDTA 
inhibierte die Aktivitat . 

Beispiel 4 

Messung der nSMase -Aktivitat 

Die enzymatische Aktivitat wurde in Zellen und Mausegewebe 
untersucht . Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewa- 
schen und bei 1.000 g sediment iert . Das Pellet wurde in Lysepuf- 
fer resuspendiert und die Zellen wurden durch wiederholtes 
Einfrieren und Auftauen zerstort. Nach Zentrif ugation fur 2 min 
bei 2.500 g gefolgt von einer Extraktion mit Lysepuffer mit 0,2% 
Triton X-100. Anschl ieEend erfolgt eine Zentrif ugation fur 15 
min bei 100.000 g . 

Gewebe von drei Wochen alten Mausen wurde in kaltem Lysepuffer 
homogenisiert . Die zu untersuchende Menge" an Protein oder 
homogenisiertem Gewebe wurde mit 10 nm (80.000 dpm) [N- 14 CH 3 ] - 
Sphingomyelin fur 30 min bei 37° in einem Gesamtvolumen von 
200 [il inkubiert. Dann wurden 100 /il Wasser zugesetzt und 
unreagiertes Substrat durch Extraktion mit Chlorof orm-Methanol 
(2:1, v/v) entfernt. Die Radioakt ivitat der waSrigen Phase, die 
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das e n z \^,a tisch f reigesetz'e Phcsphccholin enthielt , v;u r de in 
emerr, Smt illations zahler gene s sen . 

Beispiel 5 

Pclyklcnale Antikorper 

Kaninchen wurden mit dem synthet ischen Peptide CDPHSDKPFSDHE 
ientsprechend den Aminosauren 261 bis 273 der murinen nSMase) 
gekoppelt an Keyhole -Limpit -Hemocyanin immunisiert . Das poly- 
klonale Ant ikorperserur?. v.oirde durch Chromatcgraphie an Hydroxy - 
apatit und Af f mi tat schromatographie an einer Saule, an der das 
oben genannte synthetische Peptide gebunden war, gereimgt. 
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Patentanspriiche 

1. Nukleinsaure kodierend fur eukaryont ische neutrale Sphin- 
gomyelinase . 

2. Nukleinsaure gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft 
es sie fur die neutrale Sphingomyelinase eines Saugetiers, 
insbesondere fur humane oder murine neutrale Sphingomyeli- 
nase kodiert. 

3 . Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

2, dadurch gekennzeichnet, daft die neutrale Sphingomyelina- 
se Sphingomyelin in Ceramid und Phosphochol in spaltet und 
ihre Aktivitat von der Zugabe von Magnesiumionen abhangig 
ist . 

4 . Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Ajispruche 1 bis 

3 mit der Sequenz gemaft Seq. ID. Nr. 3 oder Seq. ID. Nr. 4. 

5. Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

4 dadurch gekennzeichnet, date es sich um DNA, RNA, PNA oder 
nukleaseresistente Analoga handelt. 

6. Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

5 dadurch gekennzeichnet, daft es sich um mRNA, cDNA oder 
genomische DNA handelt. 

7. Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daft sie komplementar 
zur Nukleinsaure gemaft mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 6 ist. 

8. Eukaryont ische neutrale Sphingomyelinase erhaltlich durch 
Expression der Nukleinsaure gemaft Anspruch 1 bis 6, insbe- 
sondere mit der Sequenz gemaft Seq. ID. Nr. 1 oder Seq. ID. 
Nr. 2 . 
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9. Antikorper, dadurch geke-nzeichnet, daS sie gegen eukaryon- 
t ische neutrale Sphingomyelinase gemaS Anspiuch 8 oder eine 
Nukleinsaure genaS mindescens emen der Anspriiche 1 bis 
7 gerichtet sind. 

10. Zeliinie, dadurch gekennzeichr.et , daS sie neutrale Sphin- 
gomyelinase gemafi Anspruch S iiberexpr imiert . 

11. Zeliinie gemaft Anspruch 10 dadurch gekennzeichne t , daS es 
sich um erne eukarycnt ische neutrale Sphingomyelinase 
exprimierende Zeliinie handeit, die auf den Zellmien U937, 
HEK 293 oder Jurkat beruhc . 

12. Transgenes Saugetier nt Uberexpression (gain of function) 
oder Gendefizienz oaer Gendefekt (loss of function) fur 
eukarycnt ische neutrale Sphmgomyel mase . 

13. Transgenes Saugetier gemaS Anspruch 12 dadurch gekennzeich- 
net, daS es ein Nagetier ist. 

14. Arzneimittel enthaltend eukaryontische neutrale Sphin- 
gomyelinase gema£ Anspruch 8, erne Nukleinsaure gemaS 
mmdestens einem der Anspriiche 1 bis 7 und/oder einen 
Antikorper gemaS Anspruch 9 zusammen mit weiteren Hilfs- 
stof f en . 

15. Diagncstikmittel enthaltend eukaryontische neutrale Sphin- 
gomyelinase gema£ Anspruch 8, eine Nukleinsaure gema£ 
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7 und/oder einen 
Antikorper gemaS Anspruch 9 zusammen mit weiteren Hilfs- 
stof f en . 

16. Verwendung der Arzneimat tel gemaS Anspruch 14 oder der 
Diagnostikmittel gemaS Anspruch 15 zur Diagnose und Behand- 
lung von Erkrankungen , die auf einer Uber- oder Unterex- 
pressicn und/oder emer erhchten oder vermmderten Aktivi- 
tat cer eukarycnt i schen neutralen Sphingomyelinase und/oder 
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auf Storungen der Zellprolif eration, Zelldif f erenzierung 
und/oder Apotose beruhen. 

17. Verwendung gemaft Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , daft 
es sich bei den Erkrankungen um Entzungsdungsprozesse, 
Zellwachstumstorungen, Krebs und/oder Stof f welchselstorun- 
gen wie Storungen der Cholesterinhomdostase (Arteriosklero- 
se) handel t . 

18 . Verf ahren zum Screening von Wirkstof f en dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Veranderung der Expression oder Aktivitat 
der eukaryontischen neutralen Sphingomyelinase in Zellinien 
gemaft Anspruch 10 bei Zugabe von mindestens einer moglichen 
pharmazeutisch wirksamen Substanz gemessen wird. 

19. Verwendung der Zellinie gemaft Anspruch 10 zur Entwicklung 
und Prufung von pharmazeut ischen Leit strukturen . 

20. Verf ahren zur Herstellung der eukaryontischen neutralen 
Sphingomyelinase gemaft Anspruch 8 durch chemische Peptid- 
synthese oder durch Expression in gentechnisch veranderten 
Organismen, insbesondere in eukaryontischen Expressionssys- 
temen. 

21. Verf ahren zur Herstellung einer Nukleinsaure gemaft minde- 
stens einem der Anspruche 1 bis 7 durch chemische Synthese 
oder durch Vervielf al t igung in gentechnisch veranderten 
Organismen . 

22. Nukleinsauren gemaft Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daft es sich um das Gen fur eukaryont ische neutrale Sphin- 
gomyelinase handelt und neben codierenden Bereich (Exons) 
nicht codierende Bereiche (Introns) aufweist, insbesondere 
ein Gen mit der Sequenz gemaft Seq. ID. Nr. 5 und Seq. ID. 
Nr. 6 . 
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22. Varianten der eukarycnt ischen neutralen Sphingomyelinase 
gerr.a^ Anspruch 8 . 

24. Nukleinsaure gemaS rr.indestens einem der Anspruche 1 bis 
7 oaer 22, dadurch gekennzeichnet , daS es sich urn Derivate, 
Fragmente cder Varianten der Nukleinsauren handelt. 



W O 99/07855 



PCT/EP98/05127 



1/12 

human neutral Sphingomyelinase (NSM) Gene Sequence 

ACCGCGGCCG7CGCTGGAGAG7TCGAGCCGCCTAGCGCCCCTGGAGCTCCCCAACCATGA 

l + + + + + + 60 

TGGCGCCGGCAGCGACCTCTCAAGCTCGGCGGATCGCGGGGACCTCGAGGGGTTGGTACT 

EI 

AGCCCAACTTCTCCCTGCGACTGCGGATCTTCAACCTCAACTGCTGGTGAGTGCGTCTGC 
61 + + + + + + 120 

TCGGGTTGAAGAGGGACCCTGACGCCTAGAAGTTGGAGTTGACG/vCCAC7CACGCAGACG 

GGAGTGCGGTCTGGGGGCCACCTTCCGTTCGCACCCATGCAGCCTTCCTCCCCCTATCCC 

121 + + + + + + 180 

CC7CA.CGCCAGACCCCCGG7GGAAGGCAAGCG7GGG7ACG7CGGA-AGGAGGGGGA7AGGG 

GCCCCACGATCTCAGGGTGTAGGGA-_'ACCCGA_ACCTCCAAAGTCCACATCTGGCCCCAG 

161 H + + + + + 2^0 

CGGGG7GC7AGAG7CCCACA7CCC7777GGGC77GGAGG777CAGG7GTAGACCGGGGTC 

CGCCGGTGGTCCCAGCAGTCGCCTCCCCTGCCCCGCTCTTCCCTTCCTTAGGGGCATTCC 
^ + + . * 300 

GG G G C C AG C AG G G TCG T C AG CG G AG G GG AC G GG G C G AG AAG GG AA G G AAT C CC CG TAAGG 

GTACT7GAGCA^\GCACCGGGCCGACCGO\TGAGGCGCCTGGGAGACTTTCTGAACCAGGA 

301 + + + - + 360 

CATGAACTCGTTCGTGGCCCGGCTGGCGTACTCCGCGGACCCTCTGAAAGACTTGGTCCT 

EII 

GAGCT7CGACC7GGCTTTGC7GGAGGAGGTGAGA77G7GCAGCACGG7GCGGAACCCAGG 

361 + + + + + + 420 

CTCGAAGCTGGACCGAAACGACCTCCTCCACTCTAACACGTCGTGCCACGCCTTGGGTCC 

CTGGGAGGAGGGACAGACCGTCCCACTGGGGAAAGACCAAGCAGGCATCCTCACCGCTTC 

421 + + + + + + 480 

GACCCTCCTCCCTGTCTGGCAGGGTGACCCCTTTCTGGTTCGTCCGTAGGAGTGGCGAAG 

CCTCAGGTGTGGAGTGAGCAGGACTTCCAGTACCTGAGACAGAAGCTGTCACCTACCTAC 

481 + ■+ + + + + 540 

GGAGTCCACACCTCACTCGTCGTGAAGGTCATGGACTCTGTCTTCGACAGTGGATGGATG 

EIII 

CCAGCTGCACACCACTTCCGGAGG7GAGAAGCCCAC7GGCC7GAAGCC7GT7G7CA7CCC 

541 + + + + + + 600 

GGTCGACGTGTGGTGAAGGCCTCCAC7C7TCGGG7GACCGGAC7TCGGACAACAG7AGGG 

AGGAGGCTCTTGGCCCTGCCAGCCCTTCCCTATCCTGCCTGCACTCTCCAGTCTCCTCCA 

601 + + + + + + 660 

TCCTCCGAGAACCGGGACGGTCGGGAAGGGATAGGACGGACGTGAGAGGTCAGAGGAGGT 

GCCTCCTCTCCCTCTGGATGTGAGAGAAGGAGAAGGGTGAACCAAGAAGGTCCTATGACT 

661 + + + + + + 720 

CGGAGGAGAGGGAGACCTACACTCTCTTCCTCTTCCCACTTGGTTCTTCCAGGATACTGA 

TCAGCCCATTTCAGCTTTGTTTTCTGGCTGCCCTATACTCCTCCAAAGGCCGTCGCCTTG 

721 + + + + + + 780 

AGTCGGGTAAA.GTCGAAACAAAAGACCGACGGGATATGAGGAGGTTTCCGGCAGCGGAAC 

GT7CTAGGGCTAGTCCCAGCAGTAGAAAAAGAAAAAAATAGCTGATCAGAGCTGGAAGAC 

781 + + + + 840 

CAAGA7CCCGA7CAGGGTCG7CATC77777CTTT7T77ATCGAC7AG7C7CGACCT7C7G 

AAGGGAGGGGAAGAAGGC7GGG7G7CTC7CCC7G7777TC7GG77A77A.AGCAGGGC77G 
i < + + + 900 

T 7 C C C 7 CC C C 7 7 C 7 7CC G A.CC C AC A G AG AG G G AC A AAJV-.G AC C A A7 7 A T 7 C G 7 C CC G AAC 
F igur 3-1 
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^ 1 * ^- * ~ ^ * *- j. i C . ^. v. ^ 'v, i .^.^G.A.u/.o^l AA iGATiCTCi i AG G G C 7 C 7 GAGG 

G ^G«CGGAGGAAGAGGGGGTGTAGCA7CG7AC7CG377AG7AAGGGAA7CCCG^ 

EVIII 

^ GG CAACACAA T G G 7 A G G G /A GAAC 7 G N 7 AC G 7 G AG C CA G 7 AGC AGC 7 G AA G C CAT T T C 

~~ * + + 4 + 1980 

7TCCGTTGTGT7ACCATGGGT7CTTGAC^\TGCAG7CGG7CG7CCTCGAC77CGGTAAAG 

CCTTTGG7GTCCGCATTGAC7AGGTGG77TACG\AGG7CAGGC7CC7CCC77CAACA7GC T 

ICQ] _ 

* + + + 2040 

G^^^CCAG;vGGCG7;^AG7GA7GC^CGA\A7G7TGGAG7GGGAGGAGGGA-.G77G7ACGA 

_ _ '^^ATGC7G7GTCTCT77G7C7ACTAA^ 

: - ^z.ir"ririr~rz~~" i* * 2100 

.-v.-.- 1 ^ - /-. , _'o.-. _...^ / -/ J AGA^."AGA7GA77G^A GAGATG i AGGAAACGAGTCKATCAGATC 

7C7tGGACG-.G7GA7GGG7G::-.AAG7GG.]^7AG:::G:^AGG7GG7TC7G7GGGAAGAGGC 
2)01 + 

_ _ _ _ * - ^ItC 

/-.'jAACl : (,G 1 GACTACu^ACC . 7 . CACu .. CATGGG :CC7CG ACCAAG AGACCC77C7CCG 

C 7 C C T G 7 G A G 7 T T T C -"-A A 7 A G T A G A G 3 G 7 7 7 G A 7 7G7N A G A GGGGCACCCCCC7CTC 

----- - — :2go 

^--GGAO\77C70VVV,C7-7GG.GA7G7G _ G AAAG 7 G G G A' 7G 7 C CC C G TGG G GGG?\GAG 

E LX 

TTGATCATGAAGCCCTGA7GGC7ACTCTGT77G7GAGGCACAGCCCCGCACAGCAGAACC 

— — + + * + 2340 

A,\CTAGTACTTCGGGACTACCGATGAGACAAACAC7CGGTGTCGGGGGGTGTCGTCTTGG 



CCAGCTC7 , ACCCACGG7GAGTCACCCCCA.:CC7T7CC7TGGCCC7TGCCCCGCTTGAAGC 
+ 1 +■ ^ + 

GG7CGAGA7GGG7GCCAC7CAG7GGGGG7GGGAA;.GGAACCGGGAACGGGGCGAACTTCG 

AGCCCTTCCACTCTTGACTCTCTCCTGCCCCACTGCCCTGCTCTGTTGTAGGACCAGCAG 
■* + + + + 

TCGGGAAGGTGAGAACTGAGAGAGGACGGGGTGACGGGACGAGACAACATCCTGGTCGTC 
AGAGGTCGGCGTTG^\TGTG7G7GG77^A&GAGGGC7GGACGGAGCTGGGTC7GGGCATGG 
TCTCCAGCGGCAACTACACACACGAT7TCCTGCGGACCTGCCTCGACCCAGACCCGTACC 



252 1 



CTCAGGCTCGCTGGTGGGCCACCTTCGCTAGCTATGTGATTGGCC7GGGGCTGCTTCTCC 

EX 



_ + + + + + + 25g0 

GAGTCCGAGCGACCACCCGGTGGAAGCGATCGATACACTAACCGGACCCCGACGAAGAGG 



TGGCACTGGTGTGTGTCCT'GGGGGCTGGAGGAGGGGCCGGGGAAGCTGCCATACTGCTCT 
+ + + + + 

ACCGTGACG/vCAO\CAGGACCGCCGACCT:CTGCCCGGGCGCTTCGACGGTATGACGAGA 

GGACCCCCAGTGTAGGGCTGGTGG7GTGC-GCAGG7GCA77GTACCTCTTCCACGTACAGG 
* + *■ + 1- 

CCTGGGGGTCACATCCCGACCACGACACCCGTCCACGTAAGATGGAGAAGGTGCATGTCC 
A GGTCAATGGCTTATATAGGGCCCAGGCTGAGC7C=AGGATGTGCTAGGAAGGGCAAGGG 
7GCAGTT ACCGAA7A7 A7CCCGG G7C 7GA 1 7CGAGG7CG7ACAGGA7CC77CGCG7 7CCC 
7 G G G G G C A GAG G C 7 C A G 7 7 A G 7 G 7 7 A 7 7 7 C 7 G G G G C A G C A G G AG G G GG 
AC CCG GG 7 C7CGG A GTC "G7GGGG 1 7 7A GGAGCGCG7CG7CC7CCCCC 
\ A G 7 ;Vv\ G AA G AA 7 ,VA GC7;GGCCG . * A 



WO 99/07855 PCT/EP98/05127 

3 / 12 

2821 + + + — 2852 

TGTCTTGATTTCTTGTTAT7TCGAACCGGGTT 



Figur 1-3 
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Mouse Neutral Sphingomyelinase (nSMasc) gene sequence 

TN T GA2^;CTGTTAGCTCCAGNXCG3Ti;G3TCGCC3T;;CTAG:;C:r:;ATCTi:TATAGCTCTTC 

+ ^ _ + + + + 6q 

ANCT? ^N'G ACAA7CG AGG 7GN G G GC ANC CAGGGGGANGA7GI*GNirTAG AN A7A7GG AG AAG 



GT7GCGAGCNCAA77^T^«*7C7CAuA7AAANGGA7NGANGCCTA7GACAGAACGTGGACCCC 

+ t * + * * 120 

CAACGC . CGNGi x AANi<~NAGAG77ATTTNCC7ANG7KGGG ATACTGTCTTGCACCTGGGG 

c G c c c g c c a: J cnc an g r; g a:; a c c g z g g cat g g g r ; rr g ag g tg cn c a: :gg tg t gtg g g g c g 

- + * + iec 

GCGGGCGGi!JG:JGT:;Ci;CT;;TGGCGCCGTACCC:JGACTCCACGNGT::CCACAGACCCCGC 



J. TAGGTGAGG 3A7GG 4 C . . i GACACC i GAAAG G . ^GAGCTTTTGAANAGCCCCAN 

tgcccaa7ggag7cgctaccaga_aactg7ggac77tggacc7cgaj^aagt7ntcgggg7i: 



l ~ r 



^ ~ .-. _ ^ ^ ^ ^ ^ . 



c ~tzggzzggg^.cgg:;tgz7GZg .zzzGjr,.zz aa: z z; ag ag : : a c ag ag c c cg g n a c a g aa 

301 + + + . _ 

+ * ■+ Jbu 

GAAGCGGGGCGTGGC::ACGAGCGAGCGGTACCTT:^^TGTCirrGTCTGGGGGarrGTGTT 

ATANTGCGAG7GGGCANGGNAACCGGG7GGC7CC7CCCCGAACGGCCNCAAGGGGCGGGA 
361 + + + + + + 42Q 

TA7NAGGG7C^GGGG7NGQn*TGGGGCACGGAGGAGGGGC7TGGGGGNG77CCCGGGCG7 

CCTGAGTGAGTTC7TTGGGGGG<SGGCTa;CATC^CTTC^GCCTGTTGC7GGTGGAAGCC 
421 + - + + .„ + + ^ 480 

GGACTCACTCA^GNACGCGGGCGGGAGKGTAGTTGAAGTTCG^ACJ^CGACCACCTTCGG 

GAGCCGG^AACAAGGGAGGAAGG7G7AGGGGGGGG7GCGGATAACCCACCGAAGGAGC7A 

461 + + + + , 

- + + + 54O 

C7CGGCGC77G77CCC7CCT7GGACA7CGGGCGCCAGGGC7AT7GGG7GGC77CC7GGA7 

AGAATCTGGAACAGTCCACCCGAGATTCCTTGCAGGACTGCCGGCGGACTCTCGCATTCA 
541 + + + + + 60Q 

TCTTAGACCTTGTCAGGTGGGCTCTAAGGAAGGTCCTGACGGCCGCCTGAGAGCGTAAGT 

GCCCGGGATTTGCAGCCGACCTTCTTTCCGGGTGGAATGACGGCCTTTGTCCCAGTAACG 

601 + + + . ^ ccn 

+ + h + 660 

CGGGCCCTAAACGTCGGCTG-GAAGAAAGGCCCACCTTAGTGCCGGAAACAGGGTCATTGC 



CAGGAG7CJMCCCCACCCCCAACCAGCTCGCGTTCC7GGGTCGGGGCAGCGCAGGATAGG 
661 + + + + ^ 720 

G7GC7CAGNNGGGG7GGGGG77GG7GGAGCGCAAGGACCCAGCCCCG7GGCG7CC7A7CC 

Start 

GCAA7AAGGG7G7GGGCGCAA7GGGGC7GGGCGGGC7TGG7GCGAAGCACTGCAGGGA7G 

"21 ; : ♦ 7GC 

GG77A7.GGGAGAGGGGGG7^AGGGGGAGGGGGGGGAACGAGGG77GG7GAGG7GGGTAC 



LAAC7777C7C7ACGGC7GAGAG7777CAA7C7CAACTGC7Gc:L 



gtaactaagtgc: 
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cccaggcgtggg CTGCAGCCTCGGAGCCACCTTCCAGTCCCCTCTCGCACATGCCTAGGA 

+ + + + + + 

ggg tccgcacccGACGTCGGAGCCTCGGTGGAAGGTCAGGGGAGAGCGTGTACGGATCCT 

AGGAAGCAGGTCTTCTTCAGCCGAGCTAGACCCTGTCCTTCCCGAACCACCAAAGTCCAC 

+ + + + + 

TCCTTCGTCCAGAAGAAGTCGGCTCGATCTGGGACAGGAAGGGCTTGGTGGTTTCAGGTG 

ATCGCCTAAAGACCAGAGCTTGGGTGGTTGCAGCAATCACCAAAGTCCCTATCATCCAAA 

+ + + + + 

TAGCGGATTTCTGGTCTCGAACCCACCAACGTCGTTAGTGGTTTCAGGGATAGTAGGTTT 

GCTGAGGTGATGACAGCAGTAATCGTCCCAAACCTGGCCGATGTGTTTCCTTTTAAATGA 

, + ^ + + 

CGACTCCACTACTGTCGTCATTAGCAGGGTTTGGACCGGGTACAG/WiGGAA/vATTTAGT 

TTTACTTTTATTTTATGTACATTTGGTGTTTTGCCTGTATGTATGTCTGTGTGAAGGTGC 

h + + H + + 

AAATGAAAATAAAATACATGTAAACCACAAAACGGACATACATACAGACACACTTCCACG 

CAGATTCTC7GGAACTGGAGTTACAGACAGTTGTAAGCTGTCATGTGCTTGCTGGAAATT 

+ + + k + 

GTCT/^AGAGACCTTGACCTCAATGTCTGTCAACATTCGACAGTACACGAACGACCTTTAA 

GAACTGGTGACCCATCTCTTCTGCCCCCTGCGTCCTCCACGCCTTTTAGGGACATCCCCT 

+ + + + + + 

CTTGACGACTGGGTAGAGAAGACGGGGGACGCAGGAGGTGGGGAAAATCCCTGTAGGGGA 

ACCTGAGCAAACATAGGGCGGACCGCATGAAGCGCTTGGGAGACTTTCTGAACTTGGAAA 

. + + + + + 

TGGACTCGTTTGTATCCCGCCTGGCGTACTTCGCGAACCCTCTGAAAGACTTGAACCTTT 



EII 

ACTTTGATCTGGCTCTCCTGGAGGAGGTGAGGTTGTAGGGCAGGCTAGGTTGGAGGAGGG 

1321 + + + + + + 1380 

TGAAACTAGACCGAGAGGACCTCCTCCACTCCAACATCCCGTCCGATCCAACCTCCTCCC 



CAGCAGGCGGCAGGCGGCGGCAGGAAAACTTGTTCTGTCTTGGGATGAAATCCCAAGCAA 

, ,„ + + + + 

GTCGTCCGCCGTCCGCCGCCGTCCTTTTGAACAAGACAGAACCCTACTTTAGGGTTCGTT 

GTATCCTCACCTTCTTCCTCCAGGTGTGGAGTGAGCAGGACTTCCCAGTACCTAAGGCAA 

+ + + + --- + + 

CATAG GAG TG GAAGAAG G AG G TC CACA C CT CA CT C GT C CT GAAGG G T CAT GG ATT CCGTT 



E III 

AGGCTATCGCTCACCTATCCAGATGCACACTACITCAGAAGGTGAAAAGCCTGTGTTCTC 

1501 - — + + + + — + 1560 

TCCGATAGCGAGTGGATAGGTCTACGTGTGATGAAGTCTTCCACTTTTCGGACACAAGAG 

AGCCTGTTCTCAGACGAGGAAGCTCTCCAACATTCTTGCTTGCACCCTCGATCTTCTTCC 

1561 --- + + + + * + 1620 

TCGGACAAGAGTCTGCTCCTTCGAGAGGTTGTAAGAACGAACGTGGGAGCTAGAAGAAGG 

TCTGGGTGTGAGAAGAGCAGGCCGTCACCCTCATCTTGCAAGGGGTGCTGTCTTAGGCTT 

162 l + + + + — + - + I 680 

AGACCGACACTCTTCTCGTCCGGCAGTGGGAGTAGAACGTTCCCGACGACAGAATCCGAA 

TGTTCTGGGGTTGATGTTAGCAGTAGAG CTGGGAGACCGCGGAGGGGAAGAGGGGTGGCT 

1681 + «- + + ♦ 1740 

ACAAGACCCCAACTAGAATCGTCATCTGGAGCC7CTGGCGCCTCCGCTTCTCCCGACCGA 

Kipur 2-2 
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C / A, G 

GGG7AG7GGGG7GG77GG7G77G7GG77A77AAGGAAGAG77GG7777GAGGGGGA7GA7 

1741 " . I8CC 

GCC^7GAGGGGAGGAACGAGAAGAGGAA.7AA77GG77G7GAJ\GGAAAAG7GGGCG7AC7A 

E IV 

AGGCAG7GGCC7C7G7G7G77C7CCAAACACCCAA7CCAGGAAA7C77CCAGCA7G7C7A 

1BO i + . _ _____ ^ 1860 

TCCGTCACCGGAGACACACAAGAGGTTTGTGGGTTAGGTCCTTTAGAAGGTCGTACAGAT 

CAGTCTGAATGGTTACCCCTACATGGTAAGGATCTCTTCCCTATCCTTGCT^rACAGAC 
1661 — 192C 

GTO\GAC77ACCAA7GCGGA7G7ACGA77CC7AGAGAA.GGGA7AGGAAGGA77G7G7C7G 

7GGACGGAGGC77CC7GGGGCC77GGCAGGAGGG7GTCAGTACCC7GAG77777G7C77C 

:52: " * ♦ * 1980 

hCCTCZZZCGG A.'-. G G A C C C C G G AA C G G 7 G G 7 G C C A G A G 7 C A T G G G A G 7 G C A G AA G 



7C77GGG . GGAG77CGA7CA7GGAGAG7GG77C7G7GGGAAG7G7G7GGGGG7GG7GG7C 

:se: -> + + ^ ^ 

-GAACGGAGG7GAAGG7AGTAGG7CTGAGGAAGAGAGCG77GAGAGAGGGGGAGGAGGAG 
CTCCG7G7AAG7GGAC7GG7GC7GAA7GCC7ACG7GACTCATG7GAG7GGGGG7AGGG; , -G 

1 + ^ + r. 

GAGGCAGA77GAGG7GACGAGGAG77ACGGA7GCAC7GAG7AGAG7GAGGGGGA7GGG7G 



GC7TAGGGAG7GGG7GAAGCAGGGGAA7GC7A7GG7GGAGAAGAGAGGGGAGTAG77AG7 
2101 . ... + + 2160 

CGAA7GGG7GAGCGAG77GG7CGGG77ACGA7AGCACC7G7TC7G7GCGG7GA7CAA7GA 

7CTGC7'GGG7GGGGA7AAGGCA7GGGA7CAGAAGC7AGCG\77GGGCA^GG77CACGCA77 

2161 " — ^ + + 2220 

AGACGAGGGACCGG7A77GGG7AGGG7AG7G77CGA7GG7AAGCCG77GCAAG7GGG7AA 

CCCTG7CACACTG7GCCATG7GACJ^GATGACAAGCTTGAT7CA_GJ\C^^ 
2221 . «. + + + + 22g0 

GGGAC^G7G7GAGAGGG7AC,\C7G7C7AC7G77GGAACTAA.G7C7G7GGGAAGAGAAAC7 

TT7C^CC7A77CCAG7T7AGC7ACA7GCTGAG7AC^GCCGACAGAAGGACA7C7ACTT7G 
2281 + . „ + + 2340 

AAAG7GGA7AAGG7GAAA7CGA7G7ACGACTCA7G7CGGC7G7C77CC7G7AGA7GAAAC 

E VI 

CACACCGTGTGGCCCAAGCT7GGGAACTGGCCCAG77CA7CCAG7G7G7GAGCC* r GGGCT 
2341 . + + + + + 24Q0 

GTGTGGCACACCGGG77CGAACCCT7GACCGGG7CAAG7AGG7CACACAG7CGGACCCGA 

7GA7GGGGGG7G7GGGG7GGGGAGGGGG7TGAGGGA7GT:GNAA:rr7A7GG77GAAGAGGG 
2401 . + _ 246Q 

AC7ACCGCCGACAGGGCA.CCCC7GCGCCA^C7CCG7AGKarr-n;AA7AGGAAG77CTGCG 



CACA7AA7AAGGGAAGAA777CC7CC77GCCGC7C77CCCCCAAC7GAGCCACACA7CCA 
2461 . , . ....... + __. + 252Q 

G7G7A77A77GGG77G77AAAGGAGGAACGGGGAGAAGGGGG77G AG7GGG7G7G7AGG7 

E VII 

AGAA7GGAGA7G7GG77CTA77G7G7GGAGACC7CAJ\7A7GGACCCCAAAGACC7CGGG7 

2580 

7G77AGvj - G. ACACGAAGA7AACAGACC7C7G GAG77A7ACG7GGGG777G7GGACCCGA 

Figur 2-5 
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GCTGCCTGCTGAAAGAGTGGACAGGGCTCCATGATGCTTTCGTTGAGACTGAGGACTTTA 
2561 + + + + + + 2640 

CGACGGACGACTTTCTCACCTGTCCCGAGGTACTACGAAAGCAACTCTGACTCCTGAAAT 

AGGTGAGAGACTGTTTCCCACCAACTCGACACTTGTTCCAGTCTTCCTGTCTCTTAGCAT 
2641 + + + + + + 2700 

TCCACTCTCTGACAAAGGGTGGTTGAGGTGTGAACAAGGTCAGAAGGACAGAGAATCGTA 

CCTAGCCACCTGTTTCCCTAGGGCTCTGATGATGGCTGTACCATGGTACCCAAGAACTGC 
2701 + + - + + + + 2760 

GGATCGGTGGACAAAGGGATCCCGAGACTACTACCGACATGGTACCATGGGTTCTTGACG 

K VIII 

TACGTCAGCCAGCAGGACCTGGGACCGTTTCCGTCTGGTATCCGGATTGATTACGTGCTT 
2761 + + + + + + 2820 

ATGCAGTCGGTCGTCCTGGACCCTGGCAAAGGCAGACCATAGGCCTAACTAATGCACGAA 

TACAAGGTCAGGCTCTTATTCCCGGTGTGCCTTCTCCAGTATCTTCCTTCCTCTGTCACT 

2fi21 + - + , + + 2880 

AT G TT C C AGTCC G A G AATAAG G GCCA CACG G AAG AG GT C AT A G AAG G AAG GAG A CAGTG A 

AG C C C A C G CTTT AG TT C AG C T A C A G T CTT G G G C C A C TG ATG G C T AAA G AAT A G AA T G CTG 

2Z'ol + + + + + 4 2S40 

TCGGGTGCGAAATCAAGTCGATGTCAGAACCCGGTGACTACCGATTTCTTATCTTAGGAC 

TGGGGTGGTTCTCTGGGAGAATTTAAGCTTGTCCATGTTCTTGCTCTTCCTAGGCAGTCT 
2941 + + + + + + 3 00 0 

AGCCGACCAAGAGACCCTCTTAAATTCGAAGAGGTACAAGAACGAGAAGGATCCGTCAGA 

CTGAGTTCCACGTCTGCTGTGAGACTCTGAAAACCACTACAGGCTGTGACCCTCA CAGTG 
3001 + + + + + + 3060 

GACTCLAAGGTGCAGACGACACTCTGAGACTTTTGGTGATGTCCGACACTGGGAGTGTCAC 

EIX 

ACAAGCCCTTCTCTGATCACGAGGCCCTCATGGCTACTTTGTATGTGAAGCA.CAGCCCCC 
3061 + + + + + + 3120 

TGTTCGGGAAGAGACTAGTGCTCCGGGAGTACCGATGAAACATACACTTCGTGTCGGGGG 

CTCAGGAAGACCCCTGTACTGCCTGTGGTAAGCAGCATTTCCTTTGCCCCCTCTACTTTA 
3121 + + + + + + 3180 

GAGTCCTTCTGGGGACATGACGGACACCATTCGTCGTAAAGGAAACGGGGGAGATGAAAT 

AGGCAGCCCCGCCTCCJVTCCTGACCCTCCCCTGCTCTACGTTCTCTCTTTTTCCAGGCCC 
3181 + -- + + + + + 3240 

TCCGTCGGGGCGGAGGTAGGACTGGGAGGGGACGAGATGCAAGAGAGAAAAAGGTCCGGG 

ACTGGAAAGGTCCGATTTGATCAGCGTGCTAAGGGAGGCCAGGACAGAGCTGGGGCTAGG 
3241 + + + - _. + + + 3300 

TGACCTTTCCAGGCTAAACTAGTCGCACGATTCCCTCCGGTCCTGTCTCGACCCCGATCC 

EX 

CATAGCTAAAGCTCGCTGGTGGGCTGCATTCTCTGGCTATGTGATCGTTTGGGGGCTGTC 

3301 + + + + + + 3360 

GTATCGATTTCGAGCGACCACCCGACGTAAGAGACCGATACACTAGCAAACCCCCGACAG 

CCTTCTGGTGTTGCTGTGTGTCCTGGCTGCAGGAGAAGAGGCCAGGGAAGTGGCCATCAT 

33g l ♦ * ♦ + + + 3420 

GGAAGACCACAACGACACACAGGACCGACGTCCTCTTCTCCGGTCCCTTCACCGGTAGTA 

Figur 2-4 
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CCTC7GCA7ACCCAG7G7GGGTC7GG7GCTGGTAGCAGG7GCAGTCTACC7C7TCCACAA 

3 ,.i: 3 Gc 

GGAGACG . ATGGGTCACACCCAGACCACGACCATCGTCCACGTCAGATGGAGAAGGTGTT 

GCAGGAGGCCAAGGGCTTATGTCGGGCCCAGGCTGAGATGCXGCACGTTCTGACAAGGGA 
3481 + . + + + + 354Q 

CGTCCTCCGGTTCCCGAATACAGCCCGGGTCCGACTCTACGACGTGCAAGACTGTTCCCT 

AACG G AG A C CCA GG AC GG AG GCTCAGAGCCTCACCTAGCCTACTGCTTGCAGCLAGG AG GG 
3541 + . + + ^ 360G 

T . GCCTCTGGG ± CCTGGCTCCGAG . CTCGGAGTGGATCGG ATGACGAACGTCGTCCTCCC 

s top 

GGACAGAGCTTAAGAGCTTA^\C^ATAAAACTTGGrTGACAO\CTCTAG^GG^^^^ACCT^ 

:601 ♦ -~ 3 66c 

CC.G.C. GGAATTGTCGAAT * G77A77TTGAACGAAC7G7GTGAG A7C AC CG AG A7GGAA 
C^TCC77GCAGAGGCA7GA7GGGAAC7GAAGG7CAG7 GGCC77G7C AC7G7G7GGC777A 

3C£: _. + „ + . ^ 3720 

CAAGGAAGG . C . C C G 7 A C T A C C CT 7 G ACTT C G AG T G A GC G G AA C AG TG A C AC A C CG AAA 7 



: ^ ^ 

■~ . ^. o C AA G C G G AG AG 7G AACG G AAAAAA. G G 7G 7 G A G G G C AG AG G A C GG 7 C G 7G 7 C 7 CG 7^ 



;-.AACCG7G77CA7GG7CA7AA7CC7777A77G7AA.\CAACGAAGCC7C7GAC7AAGCAG7 

777GGGACAAG7ACCAvG7A77AGGAAAA7^0\777G77GC77CGGAGAC7GA77CG7CA 

7CAGA7GGCGGAGG7ACAGCCC77G7GATGG7G7C77GG77ACGGGGCAGGGAGGCAGC7 
GG7C7; 

AACCA7CA7CTTC7AGCCC7C<^CTCCCATC7ATGCAC^CA7C7CTCTC 
390! . + + + + ^ 3960 

77GG7AG7AGAAGA7CGGGACCCGAGGG7AGA7ACG7CCG7AGAGAGAC7CGGAGGCAAG 

:CCCGC77GG77CACCAACC7CCAAACAGC77CC77A 
- + t- -t-- * 

GAGGACC77AACCI;AG7C7CG77AGGGCG;.ACCAAGTGG77GGAGG7T7G7CGA^AGGAA7 
AGGACC7GG777C7CAAAAICGGN t AAGG71;CGGGCC7CCGG7CT7CAATM;^ 
7CC7GGACCAAAGAG777T^;cCirT7CCA2:GCCCGGAGGCCAGAAG77A7IJCAAAAGGA7T 
^^GGGAN3AATGAAAATTCCT7;^ 

777CCC7:;G77AC7777>JGGAA77CT^GG77G77CCCC77GGG^CC:;GGG7777CCCC7 

CC7GGG7GG77TCCC:;77GGGGCCAAA:;77A7CCCAAAGGGG7CCAAT7GAAGGG77AAC 

■+ + -t- + — + 

GGACCCACCAAAGGG;;AACCCCGG777N'AATAGGG777CCCCAGG77AAC77CCCAA77G 

CCCCCAAAA>VJT;ACCCr:777CCCCCGGAA777CCAAAGG777NCCCCCCCCGGCAAAAiN'C 

g "'^GG77T77N*::7GGG::AAAGGGGGCC7TAAAGG777CCAAA1JGGGGGGGGCCG7TT7::G 



3841 + . + + + + 3S00 



3 961 . + ^ + ^ 402C 
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TCCCTTGGGGraCCNAANCCin , GGCCCGGN T CTTGGCTTTTCCCCCTTTCCCAAGliATTTC 

4261 + + + + + + 4320 

AGGGAACCCaJNGGNTTNGGKACCGGGCCNGAACCGAAAAGGGGGAAAGGGTTCNTAAAG 

AAANOTTCCCTNGGAAANCCCCTTGOTTGGNAAA 

4321 + + + + + + 4380 

TTTNNAAGGGANCCTTTNGGGGAACNAACCNTTTTGGIOT 

TGCCAANAAACCNTTTGGGCAAAGGGGGNAAATTCANCAANGGGGNAATTGGGGAAACCC 

4 381 + + - + + + 4440 

ACGGTTNTTTGGNAAACCCGTTTCCCCCNTTTAAGTOGTTNCCCCinTAACCCCTTTGGG 

NTGGGTTraCCCAAAGGGCCCNAANANT 

444 1 + + 44GS 

KACCCAAANGGGTTTCCCGGGI^TTtJTNA 



Figur 2-6 
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Kcr.srrukte zur Gene nerunc transcer.er Mausmutanten 
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polyA : 

CMV: 
rtTA: 



CMV - 1 



IRES: 



:rcrro':cr : "£Gui3:::nsse:ue:;: ces Gracui t i :~ - Gens , cas 
erne urjiquitare Trans knpt ion s:euerc . 
neut ra le Sphir.ccrnye 1 inase 

lacZ, Gen kcdierc fur die £-Galaktcsidase 
Erkennungss icnai fur die Termination der 
Transkript ion una Polyadenyl ierung 
Cytomegalovirus - Promo tor des Cytomegalovirus - 
Gens, das erne ubiquitare Transkript ion 
steuert . 

reverser Transakt ivator , bindet an den Mini- 
malpromotor una steuert dadurch die Trans - 
kription. Die 3 indungseicenscha f ten des 
Transakt iva tors werden durch Tetrazylkin 
beemflu£t. Zugabe von Tetrazyklin iaSt den 
Transakt ivator an den Minimalpromotor binden 
und startet die Transkript ion , Wegnahme von 
Tetrazyklin verhmdert die Bmdung des Trans - 
aktivators an den Minimalpromotor und ver- 
hindert die Transkript ion . 

Minimalpromotor, Bmdung des Transakt ivator s 
startet die Transkript ion . 

internal ribosomal entry sequence , virales 
Ini t iat icnssignal fur die Translation. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Memorec Stoffel GmbH 

(B) STRASSE : Stoeckheimer Weg 1 

(C) ORT: Koeln 

(E) LAND : Deutschland 

(F) POSTLEIT2AKL : 50 82 9 

(ii) 3E2EICKNU1TG DER ERFINDUNG: Neutrale Sphingomyelinase 

(iiil AN2AHL DER SEQUENZEN : 6 

(iv; COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A; DATENTRAGER: Floppy disk 
(3) COMPUTER ; IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKEiJNZ SICKEN : 

(A) LANGE : 423 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Lys Leu Asn Phe Ser Leu Arg Leu Arg lie Phe Asn Leu Asn Cys 
15 10 15 

Trp Gly lie Pro Tyr Leu Ser Lys His Arg Ala Asp Arg Met Arg Arg 
20 25 30 

Leu Gly Asp Phe Leu Asn Gin Glu Ser Phe Asp Leu Ala Leu Leu Glu 
35 40 45 

Glu Val Trp Ser Glu Gin Asp Phe Gin Tyr Leu Arg Gin Lys Leu Ser 
50 55 60 



1 1 A 
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o .hr .yr Pre Ala Ala His His Phe Arg Ser Gly He He Gly Ser 

~ C< "5 8 0 



Glv Leu C\ 



?he Ser Lys His Pro He Gin Glu Leu Thr Gin His 
S5 90 95 



.sr. Glv Tvr 



.00 



Pro Tyr Met 



His His Gly Asp Trp 
110 



\e Ser Gly Lys Ala Va! 
115 



-eu Leu 

.20 



^a: i_eu hi: 



Leu Ser Gly Met 
125 



Val Leu Asn 



Ala Tyr Val Thr His Leu His Ala Glu Tyr Asn Arg Gin 

135 140 




Gin Phe He His 



Gly Asp Leu Asn 
180 

Glu Trp Thr Gly 

195 

Gly Ser Glu Glu 
210 

Gin Gin Glu Leu 
225 

Leu Tyr Lys Ala 

Thr Thr Thr Gly 

260 

Glu Ala Leu Met 



150 

His Thr Ser Lys 
165 

Met His Pro Glu 



Leu His Asp Ala 

2 00 

Gly Asn Thr Met 
215 

Lys Pro Phe Pro 
230 

Val Ser Gly Phe 
245 

Phe Asp Pro His 




Val Ala Gin Ala 
155 

Lys Ala Asp Val 
170 

Asp Leu Gly Gys 
165 

Tyr Leu Glu Thr 



Val Pre Lys Asn 
220 

Phe Gly Val Arg 
23 5 

Tyr He Ser Gys 
250 

Ser Gly Thr Pro 
265 

V a 1 Arg His Ser 



Trp Glu Leu Ala 
16C 

Val Leu Leu Cys 
175 

Cys Leu Leu Lys 
190 

Arg Asp Phe Lys 
205 

Cys Tyr Val Ser 



He Asp Tyr Val 
240 

Lys Ser Phe Glu 
255 

Leu Ser Asp His 

270 

Pro Pro Gin Gin 
285 



Asn -rc Ser Ser Thr His Gly Pro Ala Glu Arg Ser Pro Leu Met Cyi 
:5C 295 300 
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Val Leu Lys Glu Ala Trp Thr Glu Leu Gly Leu Gly Met Ala Gin Ala 
305 310 315 320 

Arg Trp Trp Ala Thr Phe Ala Ser Tyr Val lie Gly Leu Gly Leu Leu 
325 330 335 

Leu Leu Ala Leu Leu Cys Val Leu Ala Ala Gly Gly Gly Ala Gly Glu 
340 345 350 

Ala Ala lie Leu Leu Trp Thr Pro Ser Val Gly Leu Val Leu Trp Ala 
355 360 365 

Gly Ala Phe Tyr Leu Phe His Val Gin Glu Val Asn Gly Leu Tyr Arg 
370 375 380 

Ala Gin Ala Glu Leu Gin His Val Leu Gly Arg Ala Arg Glu Ala Gin 
385 390 395 400 

Asp Leu Gly Pro Glu Pro Gin Pro Ala Leu Leu Leu Gly Gin Gin Glu 
405 410 415 

Gly Asp Arg Thr Lys Glu Gin 
420 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENIJZEICHEN : 

(A) LANGE: 419 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : niche bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Leu Asn Phe Ser Leu Arg Leu Arg Val Phe Asn Leu Asn Cys 
15 10 15 

Trp Asp lie Pro Tyr Leu Ser Lys His Arg Ala Asp Arg Met Lys Arg 
20 25 30 

Leu Gly Asp Phe Leu Asn Leu Glu Asn Phe Asp Leu Ala Leu Leu Glu 
35 40 
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Glu Val Trp Ser Glu Gin Asp Phe Gin Tyr Leu Arg Gin Arg Leu Ser 
50 55 60 

Leu Thr Tyr Pro Asp Ala His Tyr Fhe Arg Ser Gly Met He Glv Ser 
65 70 75 80 

Gly Leu Cys Val Fhe Ser Lys His Fro He Gin Glu He Fhe Gin His 

85 90 95 

Val Tyr Ser Leu Asn Gly Tyr Pro Tyr Met Fhe His His Gly Asp Trp 
100 105 no 

Fhe Cys Gly Lys Ser Val Gly Leu Leu Val Leu Arg Leu Ser Gly Leu 

115 120 125 

Val Leu Asn Ala Tyr Val Thr His Leu His Ala Glu Tyr Ser Arc Gin 
130 135 140 

Lys Asp He Tyr Fhe Ala His Arg Val Ala Gin Ala Trp Glu Leu Ala 
n 45 150 155 160 



Gin Phe He His His Thr Ser Lys Asn Ala Asp Val Val Leu Leu Cys 
165 170 175 

Gly Asp Leu Asn Met His Pro Lys Asp Leu Gly Cys Cys Leu Leu Lys 
180 i£5 190 

Glu Trp Thr Gly Leu His Asp Ala Fhe Val Glu Thr Glu Asp Fhe Lys 
155 200 205 

Gly Ser Asp Asp Gly Cys Thr Met Val Pro Lys Asn Cys Tyr Val Ser 
210 215 220 

Gin Gin Asp Leu Gly Pro Fhe Fro Ser Gly He Arg He Asp Tyr Val 
225 230 235 240 

Leu Tyr Lys Ala Val Ser Glu Phe His Val Cys Cys Glu Thr Leu Lys 
245 250 255 

Thr Thr Thr Gly Cys Asp Pre His Ser Asp Lys Pro Phe Ser Asp His 
260 265 270 



Ala Leu Met Ala Thr Leu Tyr Val Lys His Ser Pro Pro Gin G 
"5 2 30 265 
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Asp Pro Cys Thr 
290 

Val Leu Arg Glu 
305 

Arg Trp Trp Ala 



Leu Leu Val Leu 
340 

Val Ala He He 
35S 

Gly Ala Val Tyr 
370 

Ala Gin Ala Glu 
385 

Asp Arg Gly Ser 



Ala Cys Gly Pro 
295 

Ala Arg Thr Glu 
310 

Ala Phe Ser Gly 
325 

Leu Cys Val Leu 



Leu Cys He Pro 

360 

Leu Phe His Lys 
375 

Met Leu His Val 
390 

Glu Pro His Leu 
405 



Leu Glu Arg Ser 
300 

Leu Gly Leu Gly 
315 

Tyr Val He Val 

330 

Ala Ala Gly Glu 
345 

Ser Val Gly Leu 

Gin Glu Ala Lys 
380 

Leu Thr Arg Glu 
395 

Ala Tyr Cys Leu 
410 



Asp Leu He Ser 



He Ala Lys Ala 
320 

Trp Gly Leu Ser 

335 

Glu Ala Arg Glu 
350 

Val Leu Val Ala 
365 

Gly Leu Cys Arg 



Thr Glu Thr Gin 

400 

Gin Gin Glu Gly 
415 



Asp Arg Ala 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1662 Easenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 3: 
GCGGCCGCGA CCGCCGGGGA CGAGCTTGGA GGAAAAGGAA CCGGGAGCCG CCCACCCGGG 60 
GGCGCTCTCC GGACCCCCAG GGTCCTAGCG CGCGGCCCTT ACCGAGCCTG GGCGCCCGGA 12 0 

TTTCGGSAGC GGATCGCCTT TCCGGGTTGG CGGCCCGCCT GATTGGGAAC AGCCGGCCGG 18 0 



WO 90 U"855 



PCT.EP9S 0512' 



^TGCCGGGGG AACGCGGGAG TCGGG7CCGA CC7GAGCGAC GCGGGC77GG TGCGGAGCTG 240 

TGGGGGGCGC GTGGGAAGAA GGAACGGTCT AGGGAGAAGG CGCCGCCGGC CGCCCCGGTC 3 00 

CGCACCGCGG CCGTGGCTGG AGAGTTCGAG CCGCGTAGGG CCCCTGGAGG TCGGCAACCA 3 60 

TGAAGG7CAA CTTCTCCCTG CGACTGCGGA TCTTCAACCT CAACTGCTGG GGCATTCCGT 420 

A C 7 TG AG C AA GCACCGGGGC GACCGCATGA GGCGCCTGGG AGACT7TC7G AAGGAGGAGA 4 60 

GC7TCGACCT GGC777GCTG GAGGAGG7G7 GGAG7GAGCA GGACT7CCAG 7ACG7GAGAC 540 

AGAAGC7GTC ACC7ACC7AC CCAGCTGCAC ACCACTTCCG GAGCGGAATC A77GGCAG7G 600 

GCGTCTGTGT CT7C7CCAAA CATCCAA7GC AGGAGC77AG CCAGCACA7C 7ACAC7C7CA 66 0 

ATGGCTACCC C7ACA7GATC CA7CA7GG7G AC7GG77CAG 7GGGAAGGC7 G7GGGGC7GC 72 0 

7GG7GC7CCA 7C7AAG7GGC ATGGTGCTCA ACGCCTA7G7 GACCCA7C7C CA7GCGGAA7 78 0 

ACAA7GGACA GAAGGACA7C 7ACC7AGCAC A7CG7G7GGC CCAAGC77GG GAA7TGGGCC 64 0 

AG77CA7CCA CCACACA7CC AAGAAGGCAG ACG7GG77C7 G77G7G7GGA GACC7CAACA 90 0 

TGCACCCAGA AGACC7GGGC 7GC7GCC7GC TGAAGGAGTG GACAGGGC77 CA7GA7GGC7 96 0 

A7C77GAAAC 7CGGGAC77C AAGGGC7C7G AGGAAGGGAA CACAA7GG7A CCCAAGAAC7 102 0 

GC7ACG7GAG CGAGGAGGAG C7GAAGGCA7 TTCCCTTTGG TGTCCGCATT GACTACGTGC 10 8 0 

77TACAAGGG AGTTTCTGGG 7777AGA7C7 CC7G7AAGAG 7777GAAACG AG7ACAGGC7 114 0 

77GACCC7CA CAGTGGCACC CCCC7C7C7G A7CA7GAAGC CC7GATGGC7 AC7CTGTTTG 12 00 

7GAGGGACAG CCCCCCACAG CAGAACGGCA GC7CTACCCA CGGACCAGCA GAGAGGTCGC 12 6 0 

CG77GA7G7G 7G7GC7AAAG GAGGCC7GGA CGGAGC7GGG 7G7GGGCA7G GG7CAGGGTG 132 0 

GCTGGTGGGC CACC77CGC7 AGG7A7G7GA TTGGCCTGGG GC7GC7TC7C C7GGCACTGC 13 60 

7G7G7G7CC7 GGCGGG7GGA GGAGGGGZCG GGGAAGC7GG CA7AC7GC7C TGGACCCCCA 14 4 0 

G7G7AGGGCT GG7GC7G7GG GCAGGTGCAT 7C7ACC7C77 CCACGTACAG GAGGTCAATG IE 00 
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GCTTATATAG GGCCCAGGCT GAGCTCCAGC ATGTGCTAGG 



AAGGGCAAGG GAGGCCCAGG 



1560 



ATCTGGGCCC AGAGCCTCAG CCAGCCCTAC TCCTGGGGCA 



GCAGGAGGGG GACAGAACTA 



1620 



AAGAACAATA AAGCTTGGCC CTTTAAAAAA • AAAAAAAAAA 



AA 



1662 



(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 4: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1627 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 4: 

GTGCTGGTGG AAGCCGAGCC GGGAACAAGG GAGGAACCTG TAGGCCGCGG TGCGAGAACC 60 

CACCGAAGAC CTAAGAATCT GGAACAGTC.C ACCCGAGATT CCTTCCAGGA CTGCCGGCGG 12 0 

CTCGCGCACC AGCCCGGGAT TTGCAGCCGA CCTTCTTTCC GGGTGGAAGG ACGGCCTTTG 180 

TCCCAGTAAC GCAGGAGTCG CCCCCCACCC CCAACCAGCT CGCGTTGCTG GGTCGGGGCA 24 0 

GCGCAGGACA GGGCAATAAG CCTGTGCGCG CAATCCGCCT CGCCGCCCTT GCTCCGAAGC 3 00 

ACTCCAGCCA TGAAGCTCAA CTTTTCTCTA CGGCTGAGAG TTTTCAATCT CAACTGCTGG 360 

GACATCCCCT ACCTGAGCAA ACATAGGGCG GACCGCATGA AGCGCTTGGG AGACTTTCTG 42 0 

AACTTGGAAA ACTTTGATCT GGCTCTCCTG GAGGAGGTGT GGAGTGAGCA GGACTTCCAG 4 80 

TACCTAAGGC AAAGGCTATC GCTCACCTAT CCAGATGCAC ACTACTTCAG AAGCGGGATG 54 0 

ATAGGCAGTG GCCTCTGTGT GTTCTCCAAA CACCCAATCC AGGAAATCTT CCAGCATGTC 600 

TACAGTCTGA ATGGTTACCC CTACATGTTC CATCATGGAG ACTGGTTCTG TGGGAAGTCT 66 0 

GTGGGGCTGC TGGTGCTCCG TCTAAGTGGA CTGGTGCTCA ATGCCTACGT GACTCATCTA 72 0 

CATGCTGAGT ACAGCGGACA GAAGGACATC TACTTTGCAC ACCGTGTGGC CCAAGCTTGG 780 
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3 AA Z'ZGZCCC AG i T 3 A i C 3 A C C A C A C AT C 3 AAG AA - 3 3 AG A. . G TG G T * C . AT * G ± GTGG A 6 4 0 

GACCTCAATA TGCACCGGAA AGACCTGGGC TGCTGCCTGC TGAAAGAGTG GACAGGGCTC 90 0 

CATGATGCTT TCGTTGAGAC TGAGGACTTT AAGGGCTGTG AT3ATGGCTG TACCATGGTA 96 0 

CCGAAGAACT GCTACGTCAG CCAGCAGGAC CTGGGACGGT TTCCGTCTG3 TATCCGGATT 102 0 

3ATTACGTGC TTTACAAGGC AGTCTCTGAG TTCCACGTCT GCTGTGAGAC TGTGAAAACC 1080 

AGTACAGGCT GTGACCCTCA CAGTGACAAG GCCTTCTCTG ATCACGAGGC CCTCATGGCT 114 0 

ACTTTGTATG TGAAGCACAG CCCCCCTCAG GAAGACCCCT GTACTGCCTG TGGGCCACTG 12 00 

CAAAGGTCCG ATTTGATCAG C3TGCTAAGG GAGGCCAGGA 3AGAGGTGGG 3CTAGGCATA 12 60 

GGTAA_AGGTG GCTGGTGGGC T"ATTCTGT GGCTATGTGA TCGTTTGGGG GCTGTCCCTT 1320 

CTGGTGTTGC TGTGTGTCCT GGGTGCAGGA GAAGAGGCCA GGGAAGTGGC CATCATCCTC 13 80 

TGCATACCCA GTGTGGGTCT GGTGGTGGTA GCAGGTGCAG TCTACCTCTT CCACAAGCAG 144 0 

GAGGCCAAGG GCTTATGTCG GGCGCAGGCT GAGATGCTGC ACGTTCTGAC AAGGGAAACG 15 00 

GAGACCCAGG ACGGAGGCTC AGAGCCTCAC CTAGCCTACT GCTTGCAGCA GGAG3GGGAC 15 60 

AGAGCTTAAG AGCTTAACAA TAAAACTTGC TTGACACACA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 162 0 

AAAAAAA 16 2 7 



{2} ANGA3EN ZU SEQ ID NO : 5: 

( i ) SEQUENZKENHZEICHEN : 

(A) LANGE: 4464 Easenpaare 
(3) ART: Kucleotid 

(C) STRANGFORK: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

fii) ART TES XCLEKULS : Gene™ * DNA 
(xi ) SECUEi:2EESCHREI3U:JG: SEQ ID NO: 5: 
3AGT3GAT3G 3CGCGAACGC TCGCTCGCG3 TCCGAGTCTC TTCCAGGTCG CCCTTCCTTG 6 0 
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CGACCAGCAT TTGTTCTCTA TGCCCCCATC CAGCCCTAGG ACAGAACGTG GACCCCCGCC 12 0 

CGCCAGCGCA GGCGACACCG CGGCAGGGGG CTGAGGTGCG CACGGCGTCT GGGGCGAGGG 180 

GTTACCTCAG CGATGGTCTT TGACACCTGA AAGCTGGAGC TTTTGAAGAG CCCCACCACC 240 

TTCAGCTTCA GGGGCGGCTC GGGCGGCAAC CGCACGTGAC ATGCTGGGGG CTTCGACTTG 3 00 

GGCCGGCACG GCTGCTGGGT GGCCATGGCA GGGACAGCAG AGAGCCCGGA ACACAAATAG 3 60 

TGCGAGTCGC CAGGGCAACC GCGTGGCTCC TCCCCGAACG CCCGCAAGGG GCGGGACCTG 420 

AGTGAGTTCG TGGGCGGGGC CTCGCATCAA CTTCAAGCCT GTTGCTGGTG GAAGCCGAGC 4 80 

CGGGAACAAG GGAGGAACCT GTAGGCCGCG GTGCGGATAA CCCACCGAAG GACCTAAGAA 54 0 

TCTGGAACAG TCCACCCGAG ATTCCTTCCA GGACTGCCGG CGGACTCTCG CATTCAGCCC 600 

GGGATTTGCA GCCGACCTTC TTTCCGGGTG GAATGACGGC CTTTGTCCCA GTAACGCAGG 660 

AGTAGCCCCC CACCCCCAAC CAGCTCGCGT TCCTGGGTCG GGGCAGCGCA GGATAGGGCA 72 0 

ATAAGCCTGT GCGCGCAATC CGCCTCGCCG CCCTTGCTCC GAAGCACTCC AGCCATGAAG 78 0 

CTCAACTTTT CTCTACGGCT GAGAGTTTTC AATCTCAACT GCTGGTAAGT AAGTGCTCCC 84 0 

AGGCGTGGGC TGCAGCCTCG GAGCCACCTT CCAGTCCCCT CTCGCACATG CCTAGGAAGG 90 0 

AAGCAGGTCT TCTTCAGCCG AGCTAGACCC TGTCCTTCCC GAACCACCAA AGTCCACATC 960 

GCCTAAAGAC CAGAGCTTGG GTGGTTGCAG CAATCACCAA AGTCCCTATC ATCCAAAGCT 102 0 

GAGGTGATGA CAGCAGTAAT CGTCCCAAAC CTGGCCCATG TCTTTCCTTT TAAATGATTT 108 0 

ACTTTTATTT TATGTACATT TGGTGTTTTG CCTGTATGTA TGTCTGTGTG AAGGTGCCAG 114 0 

ATTCTCTGGA ACTGGAGTTA CAGACAGTTG TAAGCTGTCA TGTGCTTGCT GGAAATTGAA 1200 

CTGCTGACCC ATCTCTTCTG CCCCCTGCGT CCTCCACCCC TTTTAGGGAC ATCCCCTACC 12 60 

TGAGCAAACA TAGGGCGGAC CGCATGAAGC GCTTGGGAGA CTTTCTGAAC TTGGAAAACT 13 2 0 

TTGATCTGGC TCTCCTGGAG GAGGTGAGGT TGTAGGGCAG GCTAGGTTGG AGGAGGGCAG 13 8 0 
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GAGGGGGCAG GCGGCG3CAG GAAAACTTGa 1 CTGTCTTGG GATGAAATCC CAAGGAAGTA 144 0 

TGCTCACCTT CTTCCTCCAG GTGTGGAGTG AGCAGGACTT CCAGTAGCTA AGGGAAAGGC 150 0 

7A7CGGTCAG CTATCCAGAT GCACACTACT TCAGAAGGTG AAAAGCCTGT GTTCTCAGCC 156 0 

TGTTCTCAGA CGAGGAAGCT CTCCAACATT CTTG GTTGCA CGCTCGATCT TCTTCCTCTG 162 0 

GGTGTGAGAA GAGCAGGCCG TCACCCTCAT CTTGCAAGGG CTGGTGTCTT AGGCTTTGTT 1680 

CTGGGGTTGA TCTTAGCAGT AGAGCTGGGA GACCGCGGAG GGGAAGAGGG CTGGCTGGGT 174 0 

ACTCCCCTCC TTGCTCTTCT GGTTATTAAG CAAGAGTTGG T7TTCAGCGG GATGATAGGC 18 00 

AGTGGCCTCT G7GTG77G7G CAAACACCCA A.T C C A G G A_AA TCTTCCAGGA 7G7C7ACAG7 18 60 

C7GAATGGTT ACCCCTACAT GGTAAGGATC TGT7CGCTAT CC77GG7AAC ACAGACTGGA 1920 

CGCAGCC77C CTGGGGGG77 GGCAGGAGGG 7G7CAG7ACC C7GAGT7777 GTC7TCTCTT 1980 

GCC7GCAGT7 CCA7CA7GGA GACTGGT7CT G7GGGAAG7C TG7GGGGC7G C7GGTGCTCC 2 04 0 

G7C7AAG7GG ACTGG7GC7C AA7GCCTACG TGAC7CATGT GAGTGGGGCT AGCCAGGCTT 210 0 

AGGCAGTGGG TCAAGCAGCC CAA7GCTA7G G7GGAGAAGA GACGCCAC7A G77AG77C7G 216 0 

CTGCC7GGGG AT AAG G C A7 G GGATCAGAAG CTAGCATTGG GCAAGG7TCA CCCATTCCCT 222 0 

GTCACACTCT GCCATGTGAC AGATGACAAG CTTGATTCAG ACAGCCTTCT CTTTGATTTC 22 8 0 

ACCTATTCCA CTTTAGCTAC ATGCTGAGTA CAGCCGACAG AAGGACATCT ACTTTGCACA 2 34 0 

CCGTGTGGCC CAAGCTTGGG AACTGGCCCA GTTCATCCAG 7GTGTGAGCC TGGGCTTGAT 24 00 

GGGGGCTGTG GGG7GGGGAC GGGGT7GAGG GATGNGNAAN 77ATCCT7GA AGAGGGCACA 2 4 60 

7 AA7 AAG GG A AGAATT7CC7 CCT7GCCGCT CTTCCCCCAA CTCAGCCACA CATCCAAGAA 2 52 0 

7GCAGATGTG GT7C7A77G7 GTGGAGACCT CAA7A7GCAC CCCAAAGACC TGGGCTGGTG 2 5 80 

CCTGG7G AAA GAG7GGACAG GGC7GCATGA TGC777CG7T GAGAC7GAGG ACT7TAAGGT 2 64 0 

GAGAGAC7G7 T7CCCACCAA CTCCACAG7T G7TCCAG7C7 7CCTGTC7C7 7AGCATCCTA 2 70 0 
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GCCACCTGTT TCCCTAGGGC TCTGATGATG GCTGTACCAT GGTACCCAAG AACTGCTACG 2 76 0 

TCAGCCAGCA GGACCTGGGA CCGTTTCCGT CTGGTATCCG GATTGATTAC GTGCTTTACA 2 82 0 

AGGTCAGGCT CTTATTCCCG GTGTGCCTTC TCCAGTATCT TCCTTCCTCT GTCACTAGCC 2 8 80 

CACGCTTTAG TTCAGCTACA GTCTTGGGCC ACTGATGGCT AAAGAATAGA ATCCTGTCGG 2 94 0 

CTGGTTCTCT GGGAGAATTT AAGCTTCTCC ATGTTCTTGC TCTTCCTAGG CAGTCTCTGA 3 00 0 

GTTCCACGTC TGCTGTGAGA CTCTGAAAAC CACTACAGGC TGTGACCCTC ACAGTGACAA 3 06 0 

GCCCTTCTCT GATCACGAGG CCCTCATGGC TACTTTGTAT GTGAAGCACA GCCCCCCTCA 312 0 

GGAAGACCCC TGTACTGCCT GTGGTAAGCA GCATTTCCTT TGCCCCCTCT ACTTTAAGGC 3180 

AGCCCCGCCT CCATCCTGAC CCTCCCCTGC TCTACGTTCT CTCTTTTTCC AGGCCCACTG 3240 

GAAAGGTCCG ATTTGATCAG CGTGCTAAGG GAGGCCAGGA CAGAGCTGGG GCTAGGCATA 33 0 0 

GCTAAAGCTC GCTGGTGGGC TGCATTCTCT GGCTATGTGA TCGTTTGGGG GCTGTCCCTT 3 36 0 

CTGGTGTTGC TGTGTGTCCT GGCTGCAGGA GAAGAGGCCA GGGAAGTGGC CATCATCCTC 34 2 0 

TGCATACCCA GTGTGGGTCT GGTGCTGGTA GCAGGTGCAG TCTACCTCTT CCACAAGCAG 34 8 0 

GAGGCCAAGG GCTTATGTCG GGCCCAGGCT GAGATGCTGC ACGTTCTGAC AAGGGAAACG 3 54 0 

GAGACCCAGG ACCGAGGCTC AGAGCCTCAC CTAGCCTACT GCTTGCAGCA GGAGGGGGAC 3 60 0 

AGAGCTTAAG AGCTTAACAA TAAAACTTGC TTGACACACT CTAGTGGCTC TACCTTGTTC 3 66 0 

CTTGCAGAGG CATGATGGGA ACTGAAGGTC AGTGGCCTTG TCACTGTGTG GCTTTAGAGC 372 0 

GTTGGCCTCT CACTTGCCTT TTTTGCACAC TCCCGTCTCC TGCCAGCACA GAGCATAAAC 37 8 0 

CCTGTTCATG GTCATAATCC TTTTATTGTA AACAACGAAG CCTCTGACTA AGCAGTCCAG 3 84 0 

ATGGCGGAGG TACAGCCCTT GTGATGGTGT CTTGCTTACG GGGCAGGGAG GCAGCTAACC 3 90 0 

ATCATCTTCT AGCCCTGGGC TCCCATCTAT GCAGGCATCT CTCTGAGCCT CCGTTCCTCC 3 96 0 

TGGAATTGGN TCAGAGCAAT CCCGCTTGGT TCACCAACCT CCAAACAGCT TCCTTAAGGA 4 02 0 
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CC - GG i i TC * C.'-i-ri-ru'-J'* ~GN,~ t r-»G GT* 7CGGGC CTCCGG x CTT C.~lATA1\"GTTT TCC AAAAAG 4 0 6 C 

ggangaatga aaangcttaa g:;:;ccaacaa ggggaaccct tggncccaaa aggggacctg 4140 

ggtggtttcc c"ttggggcc aaanttatcc caaaggggtc caattgaagg gttaaccccc 4 2 00 

:aaaaa:::;ac cci;tttcccc cggaatttcc aaaggttt:;g cccccccggc aaaai:ctccc 42 60 

ttgggg::i-:cc r;AANrc:rrGG cccggkcttg gcttttcccc ctttcccaag :;atttcaaan 432c 

iTTTCCCTUGG AAANCCCCTT G^TGGNAAA ACCNAATNAN G AA C GANG C C AANTJNTTGCC 4 3 8C 

aanaaaccnt ttgggcaaag ggggnaaatt cancaanggg gnaattgggg aaacccntgg 4440 

GTTT*rCCCAA, A.GGGCCCIiAA NAIJT 4454 



iz, a::gabe:; ^eq id no: 6: 

( i ) SEQUE:J2KH^ ? 2EICKEN : 

(Aj LANGE : 2 852 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAIJGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES KOLEKULS : Genon-DNA 
(xi) SEQUEKZBESCHREISUNG : SEQ ID NO: 6: 

ACCGCGGCCG TCGCTGGAGA GTTCGAGCCG CCTAGCGCCC CTGGAGCTCC CCAACCATGA 6 0 

AGCCCAACTT CTCCCTGCGA CTGCGGATCT TCAACCTCAA CTGCTGGTGA GTGCGTCTGC 12 0 

GGAGTGCGGT CTGGGGGCCA CGTTCCGTTC GCACCCATGC AGGCTTCCTC CCCCTATCCC 180 

GCCCCACGAT CTCAGGGTGT AGGGAAAACC CGAACCTGCA AAGTCCACAT CTGGCCCCAG 24 0 

CGCCGGTGGT GCCAGCAGTC GGCTCCGCTG CCCGGCTCTT CCCTTCCTTA GGGGGATTCC 300 

GTACTTGAGC AAGCACCGGG CCGACCGCAT GAGGCGCCTG GGAGACTTTC TGAACCAGGA 360 

GAGGTTCGAC CTGGCTTTGC TGGAGGAGGT GAGATTGTGC AGCACGGTGC GGAACCCAGG 42 0 

\G GGACAGACCG TCCGACTGGG G AAAG A C C AA. GCAGGCATCC TCACCGCTTC 4 60 
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CCTCAGGTGT GGAGTGAGCA GGACTTCCAG TACCTGAGAC AGAAGCTGTC ACCTACCTAC 54 0 

CCAGCTGCAC ACCACTTCCG GAGGTGAGAA GCCCACTGGC CTGAAGCCTG TTGTCATCCC 60 0 

AGGAGGCTCT TGGCCCTGCC AGCCCTTCCC TATCCTGCCT GCACTCTCCA GTCTCCTCCA 66 0 

GCCTCCTCTC CCTCTGGATG TGAGAGAAGG AGAAGGGTGA ACCAAGAAGG TCCTATGACT 72 0 

TCAGCCCATT TCAGCTTTGT TTTCTGGCTG CCCTATACTC CTCCAAAGGC CGTCGCCTTG 78 0 

GTTCTAGGGC TAGTCCCAGC AGTAGAAAAA GAAAAAAATA GCTGATCAGA GCTGGAAGAC 84 0 

AAGGGAGGGG AAGAAGGCTG GGTGTCTCTC CCTGTTTTTC TGGTTATTAA GCAGGGCTTG 90 0 

GCTTTCAGCG GAATCATTGG CAGTGGCCTC TGTGTCTTCT CCAAACATCC AATCCAGGAG 96 0 

CTTACCCAGC ACATCTACAC TCTCAATGGC TACCCCTACA TGGTAAGGCA GACCTTTGAC 102 C 

CTCTTCCACC TCCCTTCCCC ACCTCCAGTA ATACAAGGTA GAGGAGGCAG CCCTCTGAGA 10 8 0 

GCTGCAGGGG ATGGGCAGAA AGATGGTGGC GGTGCCCTGA GTTTCTATCT CCTCCTGCCT 114 0 

GCAGATCCAT CATGGTGACT GGTTCAGTGG GAAGGCTGTG GGGCTGCTGG TGCTCCATCT 12 0 0 

AAGTGGCATG GTGCTCAACG CCTATGTGAC CCATGTGAGT GAAGCTGGCA GTGCCTAGGG 12 6 0 

CTGGGACATG CAGCCCAGTC CTGGGACAGA GAGATGGTAC TTCTCTAGCT CTCATACCTG 13 2 0 

GGGATGAGGT GTGGGGGCAA GATCTTATAA GGAAGCAATG GGCAAGGCTT ATCCATTGTA 13 80 

TACCAAACAC CATGCCAAGT GACAGACACA GGCTTGATTC AGACATACCC CTGGGACCCT 1440 

CAGTCTTATC TGCTGTGATC TCATCCATCT TGCTCAGCTC CATGCCGAAT ACAATCGACA 1500 

GAAGGACATC TACCTAGCAC ATCGTGTGGC CCAAGCTTGG GAATTGGCCC AGTTCATCCA 1560 

GTGTGTGAGC CTGGGCTTGA AATGGGAAGT GGGATGGGAC CCAGGGGCTG AGGGTGAACA 162 0 

AGGCCCCAGT CATGGGGAAG AGCTGGTGAT GGAAGAACTC CCGCCTCACC AACCTGGTTC 16 8 0 

CCCCAGCCAC ACATCCAAGA AGGCAGACGT GGTTCTGTTG TGTGGAGACC TCAACATGCA 174 0 

CCCAGAAGAC TGGGCTGCTG CCTGCTGAAG GAGTGGACAG GGCTTCATGA TGCCTATCTT 180 0 
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GAAACTCGGG ACTTCAAGGT GAGGACTTGC CTGTTACTTC CCCACCTATA TCCCGAGCTT I86 0 

CTCTCCCTCC TTCTCCCCCA CATCCTAGCA TGAGCCAATG ATTCCCTTAG GGCTCTGAGG 192 0 

AAGGCAACAC AATGGT AC CC AAGAACTGNT ACGTCAGCCA GCAGGAGCTG AAGCCATTTC 19 80 

CCTTTGGTGT CCGCATTGAC TACGTGCTTT ACAAGGTCAG GCTCCTCCCT TCAACATGCT 2 04 0 

TTCATATGCT GTGTCTCTTT GTCTACTAAC GTGTGTAGAT CCTTTGCTCA GNTAGTCTAG 210 0 

TCTTGGACCA CTGATGGGTG GAAAG TGGGG TAGCCGGGAG CTGGTTCTCT GGGAAGAGGC 216C 

CCTCATATAT AAGCTTCTCT NTGGCCCTTA CTTTTCCTAG GGAGTTTCTG GGTTTTACAT 2 22 0 

CTCCTGTAAG AGTTT7GAAA CCACTACAGG CTTTGACCCT IJACAGGGGCA CCCCCCTCTC 2280 

TTGATCATGA AGCCCTGATG GCTACTCTGT TTGTGAGGCA CAGCCCCCCA CAGCAGAACC 2 34C 

CCAGCTCTAC CGACGGTGAG TCACCCCCAC CCTTTCCTTG GCCCTTGCCC CGCTTGAAGC 2 4 00 

AGCCCTTCCA CTCTTGACTC TCTCCTGCCC CACTGCCCTG CTCTGTTGTA GGACCAGCAG 24 60 

AGAGGTCGCC GTTGATGTGT GTGGTAAAGG AGGCCTGGAC GGAGCTGGGT CTGGGCATGG 2 52 0 

CTCAGGCTCG CTGGTGGGCC ACCTTCGCTA GCTATGTGAT TGGCCTGGGG CTGCTTCTCC 2 5 80 

TGGCACTGCT GTGTGTCCTG GCGGCTGGAG GAGGGGCCGG GGAAGCTGCC ATACTGCTCT 2 64 0 

GGACCCCCAG TGTAGGGCTG GTGCTGTGGG CAGGTGCATT CTACCTCTTC CACGTACAGG 2 7 00 

AGGTCAATGG CTTATATAGG GCCCAGGCTG AGCTCCAGCA TGTGCTAGGA AGGGCAAGGG 2 76 0 

AGGCCCAGGA TCTGGGCCCA GAGCCTCAGG CAGCCCTACT CCTGGGGCAG CAGGAGGGGG 2 820 

ACAGAACTAA AGAACAATAA AGCTTGGCCC AA 2 8 52 
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Siehe Anhang Patenttamiiie 



J Besondere Kategorten von angegebenen Veroffentiichungen 
"A" Verdftentttchung, die den aligememen Stand der Techntk defimert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument, das iedoch erst am Oder nach dem international 
Anmeldedatum veroffentticht worden tst 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priontatsanspruch zweifeihaft er- 
scneinen zu lassen. Oder durch die das Verbffentlichungsdatum emer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"0" Veroffentlichung, die sich aut etne mundliche Orfenbarung, 

erne Benutzung, eine Ausstellung Oder andere Maflnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vordem mtemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Pnontatsdatum verottentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem mtemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Pnontatsdatum vercffentlicht worden tst und mit der 
Anmeldung nicht koitidiert sondern nur zum Verstandms des der 
Erfindung zugrundehegenden Pnnzips Oder der ihr zugnjndeliegenden 
Theone angegeben tst 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung. die beanspruchte Erfindung 
kann aiiem aufgrund dieser Verorfentiichung nicht als neu Oder auf 
erfmdenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung. die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfmdenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit emer Oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategone m Verbtndung gebracnt wird und 
dtese Veromdung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied Cerselben Patenttamiiie ist 



Datum des Abschiusses der mtemationalen Recherche 



11. Dezember 1998 



Name und Postanschnft der internationaien Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi|k 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedalum des internationaien Recherchenbenchis 



29/12/1998 



Bevoilmacntigter Bediensteter 



Gain, I 



FormblartPCT,i$A/2iO(Blan 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



mtt craies A<ierze<cr.en 

PCT/EP 93/05127 



C (Forsetz-jng; ALS WESENTLlCH ANGESErE NE UNTERLAGEN 



K0STELL0W A ET AL: "REDUCTION IN 
EXTRACELLULAR MG2 + INDUCES 
SPHINGOMYELINASE. ELEVATES CERAMIDE AND 
RELEASES NF-KB IN AORTIC SMOOTH MUSCLE 
CELLS" 

FASEB JOURNAL , 

8d. 10. Nr. 6. 30. April 1996, Seite A1253 

XP000644454 

siehe Zusammenf assung 

CAI Z. ET AL.: "Alteration of the 
sphi ngomyel i n/cerami de pathway is 
associated with resistance of the human 
breast carcinoma MCF7 cells to Tumor 
Necrosis Factor alpha-mediated 
cytotoxicity. " 
J. BIOL. CHEM. . 

Bd. 272. Nr. 11. 14. Marz 1997. 

XP002087483 

siehe Zusammenfassung 

DATABASE GENBANK 

Accession No. AA412649, 18. Mai 1997 
HILLIER ET AL. : "H. sapiens cDNA clone 
IMAGE 730457 - EST." 
XP002087490 

Vergleiche mit Ami nosauren 247-394 in Seq. 
ID 1 



14-17 



1-24 



P.X TOMIUK S. ET AL.: "Cloned mammalian 

; neutral sphingomyelinase: functions 

sphyngolipid signaling?" 

PRC. NATL. ACAD. SCI. USA. 
! Bd. 95. Nr. 7. 31. Marz 1998. Seiten 
; 3638-3643. XP002087489 
i siehe das ganze Document 



l n 



1-11, 
20-24 



c a~ >Z~ 'SA2"C f :-s«3j-: ^ 6. a*? 2 • ... . • 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



....ernaticnaies Akienzeicnen 

PCT/EP 98/05127 



Feld 1 



Bemerkungen zu den Anspruchen, die sicn als mcht recherchiertoar erw.esen haDen (Fonsetzung von Punkt 1 auf Biatt i 



GemaG Artikei I7(2)a) wurde aus tolgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kern Recherchenbencht erstellt: 



Tel Siesfch auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpfiichtet ist. namltch 

Bemerkung: Obwohl der(die) Anspruch(uche ) 16 und 17 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tien schen 

K rpers bezieht(en), wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 

auf die angefuhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung. 

2 ' ' TeTl^s^aut Te.le der mternationaien Anmeldung beziehen. die den vorgeschnebenen Anforderungen so wemg entsprechen. 
daf3 eme smnvoile Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namlich 



3 ' '— I ^ess^acei um abhangige Ansprucne hanoeit. die mcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOt s.nd. 



Feia II Semerkungen bet mangelnder Einheitiichkeit der trfincung (Fonsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Rechercnenbehorde hat festgestellt. da(3 diese Internationale Anmeldung mehrere Erfincungen enthalt: 



1 ] j n a der Anmelder alfe edordertichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeit:g ertncntet hat. erstreckt sicn dieser 
: ! .nternationate Recherchenbencht auf alte recnerchierbaren Ansprucne der international Anmeldung. 

2 ! I oa fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne emen Arbeitsaurwand durchgefuhrt werden konnte. der & ™ 

' ' zusatziiche Recherchengeouhr gerechttertigt hatte. hat die Internationale Rechercnenbehorde mcnt zur Zah.ung emer soicnen 

Gebuhr autgefordert. 

3 i 1 Da der Anmelder nur emige der ertordertichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzemg entncmet hat. erstreckt sich dieser 
I 1 ,n:ernationate Recherchenbencht nur auf die Anspruche der international Anmeldung. fur die Gebuhren entncmet woraen 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der ;^ er ^ 0 ^ f ^^' r 

' 1 1 chenbencht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Ertindung: diese ist in folgenden Ansprucnen er- 

faflt 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 



Formtolatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 
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